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AA  Arachidonsäure 
ATP  Adenosintriphosphat 
ADPR  Adenosindiphosphat-Ribose 
bFGF  basic fibroblast growth factor; basischer Fibroblasten Wachstumsfaktor 
Ca
2+
  Calciumion 
[Ca
2+
]i  freie intrazelluläre Ca
2+
-Konzentration 
CaM  Calmodulin 
Cav  spannungsgesteuerter Ca
2+
-Kanal 
DAG  Diacylglycerol 
EC  endothelial cell(s); Endothelzelle(n) 
EDHF endothelium-derived hyperpolarizing factor; Endothel-gebildeter hyperpolarisierender 
Faktor 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EPO  Erythropoetin 
ER  Endoplasmatisches Reticulum 
ET-1  Endothelin 
ETA  Endothelin Rezeptor A 
ETB  Endothelin Rezeptor B 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase 
GPCR  G-protein coupled receptor; G-Protein-gekoppelter Rezeptor 
IP3  Inositol-1,4,5-triphosphat 
IP3R  Inositol-1,4,5-triphosphat-Rezeptor 
K
+
  Kaliumion 
KO  knock out; ein ausgeschaltetes Gen 
LGC  ligand-gated cation channel; durch Liganden-gesteuerter Kationenkanal 
Mg
2+
  Magnesiumion 
[Mg
2+





  Natriumion 






PGI2  Prostazyklin 
PIP2  Phosphatidyl-4,5-bisphosphat 
PLA2  Phospholipase A2 
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PLC  Phospholipase C 
RACs  receptor-activated cation channel; Rezeptor-aktivierter Kationenkanal 
rhEpo  rekombinantes, humanes Erythropoetin 
ROCs  receptor operated cation channel; Rezeptor-vermittelter Kationenkanal 
ROS  reactive oxygen species; reaktive Sauerstoffspezies 
SACs  stretch-activated cation channels; durch Zug aktivierter Kationenkanal 
SHR  spontaneous hypertensive rat(s); spontan hypertensive Ratte(n) 
SOCs  store-operated cation channel; Speicher-abhängiger Kationenkanal 
TRP  transient receptor potential; transientes Rezeptorpotential 
TRPA  transient receptor potential, Typ Ankyrin 
TRPC  transient receptor potential, Typ klassisch/kanonisch 
TRPM  transient receptor potential, Typ Melastatin 
TRPML transient receptor potential, Typ Mukolipin 
TRPV  transient receptor potential, Typ vanilloid 
VEGF  vascular endothelial growth factor; vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor 
VSMC  vascular smooth muscle cell(s); glatte Gefäßmuskelzelle(n) 
vWF  von-Willebrand-Faktor 
WKY  Wistar Kyoto Ratte(n) 
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Die Bedeutung des vaskulären Endothels für die Regulation der kardiovaskulären Homeostase ist, 
aufgrund einer zunehmenden Zahl an Daten, offensichtlich geworden. Die endotheliale Aktivierung 
und Dysfunktion spielt eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese zahlreicher kardiovaskulärer 
Erkrankungen. Um ihre Aufgaben erfüllen zu können, exprimieren Endothelzellen eine Vielzahl von 
membranständigen Ionenkanälen. Besondere Bedeutung weist dabei die Kontrolle des Ca
2+
-Einstroms 
und die Modulation des Membranpotentials der Endothelzelle auf. Die Veränderung der [Ca
2+
]i erfolgt 
sowohl über die Freisetzung von Ca
2+
 aus dem Intrazellulärraum als auch durch den Ca
2+
-Einstrom 
von außerhalb der Zelle. Der extrazelluläre Ca
2+
-Einstrom wird unter anderem über nicht-selektive 
Kationenkanäle vermittelt. Zu diesen gehören die 28 humanen Mitglieder der TRP-Familie. Die 
Bedeutung der TRP-Kanäle in humanen Endothelzellen ist bislang nicht abschließend geklärt. 
 
Das Ziel dieser Arbeit war die systematische Untersuchung der Expression aller humanen TRP-Kanäle 
in humanen dermalen mikrovaskulären Endothelzellen (HMEC-1) mittels der etablierten Methode der 
Real-Time RT-PCR. Als house-keeping-Gen diente GAPDH, als endothelialer Marker vWF, deren 
Expression ebenfalls untersucht wurden. Zur Verifizierung der durch RT-PCR gewonnenen Daten 
erfolgte von jeder durchgeführten RT-PCR eine Gelelektrophorese. Zusätzlich wurde die Qualität 
jedes Primers mittels Linearitätsanalysen validiert. Hierbei konnte die Expression der mRNA von 
TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC6 und TRPC7, TRPV1, TRPV2 sowie TRPV4, TRPM4, TRPM5, 
TRPM6, TRPM7 und TRPM8, TRPA1, TRPML2, TRPP1 und PKD2like1 gezeigt werden. Von 
diesen TRP-Kanälen war eine besonders hohe Expression von TRPC1, TRPC4, TRPC6, TRPM6, 
TRPM7, TRPM8 sowie TRPP1 nachweisbar. 
 
Da wenig bekannt ist über die Aktivierung und Modulation von TRP-Kanälen in Endothelzellen, 
wurde anschließend mittels RT-PCR untersucht, ob die Stimulation der HMEC-1 mit verschiedenen 
vasoaktiven (Bradykinin, Histamin, Endothelin-1) und pro-angiogenetischen Faktoren (VEGF, 
Erythropoetin) zu einer Modulation der Expression der 28 humanen TRP-Kanäle in HMEC-1 führt. 
Auch hier wurden mittels Gelelektrophorese die gewonnenen Daten der RT-PCR bestätigt. Hierbei 
konnte nach Stimulation mit VEGF eine signifikant erhöhte Expression von TRPM8 aufgezeigt 
werden, ebenso war nach Stimulation mit Bradykinin eine signifikant erhöhte Expression von TRPM4, 
TRPM5 und TRPM8 aufzuweisen. 
 
Insgesamt konnte anhand der Ergebnisse der vorliegenden Studie bestätigt werden, dass humane 
mikrovaskuläre Endothelzellen von Typ HMEC-1 spezifische TRP-Kanäle exprimieren. Des Weiteren 
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konnte gezeigt werden, dass die Expression einiger dieser Kanäle nach endothelialer Stimulation 
erhöht wird. Somit konnte anhand der Stimulationsversuche gezeigt werden, dass vasoaktive und pro-
angiogenetische Faktoren die Expression der TRP-Kanäle im Endothel modulieren können. Entgegen 
der Erwartungen war keine jedoch keine deutlich intensivere Expression einzelner TRP-Kanäle, trotz 
statischer Signifikanz nach Stimulation der HMEC-1, zu beobachten. 
 
Das bessere Verständnis der physiologischen Funktion des Endothels und des vaskulären Systems 
liefert den Schlüssel zum Verständnis pathophysiologischer Prozesse und eröffnet neue therapeutische 
Perspektiven. So ist es vorstellbar, dass in Zukunft TRP-Kanäle aufgrund ihrer komplexen Funktionen 






The importance of the vascular endothelium in the regulation of cardiovascular homeostasis has 
become more and more apparent because of an increasing quantity of data. The endothelial activation 
und dysfunction plays an important role in the pathogenesis of numerous cardiovascular diseases. To 
fulfill their diverse functions endothelial cells express a multitude of membrane ion channels. The 
control of the calcium influx and the modulation of the membrane potential of the endothelial cell are 
therefore of particular importance. The alteration of the intracellular calcium concentration results 
from release of calcium from the intracellular space as well as via calcium influx from extracellular. 
The extracellular calcium influx is thereby, among others, mediated by non-selective cation channels. 
These include the 28 human members of the TRP family. The importance of TRP channels in human 
endothelial cells is not yet completely understood.  
 
The aim of the present study was to examine systematically the expression of all human TRP channels 
in human dermal microvascular endothelial cells (HMEC-1) using the Real-Time RT-PCR, a  
well-established method. GAPDH was used as a house-keeping gene, the expression of the endothelial 
marker vWF was likewise studied. To verify the results of every carried out RT-PCR, a gel 
electrophoresis was performed for every RT-PCR. In addition the quality of every primer was 
validated by applying linearity analyzes. The expression of the mRNA of TRPC1, TRPC4, TRPC6, 
TRPC7, TRPV1, TRPV2 and TRPV4, TRPM4, TRPM5, TRPM6, TRPM7, TRPM8 as well as 
TRPA1, TRPML2, TRPP1 and PKD2like1 could be demonstrated. The notably high expression of 
TRPC1, TRPC4, TRPC6, TRPM6, TRPM7, TRPM8 and TRPP1 was noteworthy.  
 
Little is known about activation and modulation of TRP channels in human endothelial cells. 
Therefore, using RT-PCR, HMEC-1 were subsequently stimulated with different vasoactive 
(bradykinin, histamine, endothelin-1) and proangiogenic factors (VEGF, erythropoetin) to investigate 
whether these modulate the expression of TRP channels in HMEC-1. A gel-electrophoresis confirmed 
the results of the RT-PCR. A significant higher expression of TRPM8 after stimulation of HMEC-1 
with VEGF as well as a significant higher expression of TRPM4, TRPM5 and TRPM8 after 
stimulation with bradykinin was able to be demonstrated. 
 
In conclusion the results of this underlying study confirm that the human microvascular endothelial 
cells HMEC-1 express specific TRP channels. In addition it was able to be shown that some of the  
TRP channels (TRPM4, TRPM5, TRPM8) have a significantly higher expression after endothelial 
stimulation. Hence, on the basis of endothelial stimulation it was demonstrated that vasoactive and 
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proangiogenic factors can modulate the expression of TRP channels in the endothelium. In contrast to 
all expectations an extraordinary expression of certain TRP channels after stimulating despite 
statistical significance HMEC-1 with diverse substances was not shown. 
 
The deeper understanding of the physiological function of the endothelium and of the vascular system 
in general provides the key to understanding pathophysiological processes and discloses new 
therapeutically perspectives. In the future, because of their complex functions in the cardiovascular 
system, TRP channels may gain importance for medical drug development. 
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1. Einleitung  
 
 
1.1 Das Endothel 
 
Das Endothel ist eine hoch spezialisierte einlagige Schicht aus flachen, polygonalen Zellen, welche 
das gesamte kardiovaskuläre System des Körpers auskleidet. Ursprünglich wurde davon ausgegangen, 
dass das Endothel lediglich den Intravasalraum von tieferen Geweben trennt. Mittlerweile ist jedoch 
bekannt, dass Endothelzellen eine multifunktionelle, signaltransduzierende Oberfläche im vaskulären 
System bilden. Diese üben verschiedene Aufgaben abhängig von ihrer Lokalisation aus. Dazu gehören 
der selektive Stoffaustausch, immunologische und inflammatorische Prozesse, die Regulierung einer 
adäquaten Blutgerinnung sowie die Angiogenese. Eine weitere wichtige Funktion des Endothels ist 
der Einfluss auf den Kontraktionszustand der glatten Gefäßmuskulatur und damit auf den Widerstand 
im Gefäßsystem (Michiel 2003). Zusätzlich reagiert das Endothel auf eine Vielzahl 
gefäßtonusmodulierender Reize, wie beispielsweise die hämodynamischen Kräfte des Blutflusses und 
zirkulierende humorale Faktoren (Acetylcholin, ATP, Bradykinin) oder die parakrine Freisetzung 
löslicher Mediatoren (u.a. Endothelin-1, Wachstumsfaktoren oder NO). Durch alle diese Funktionen 
trägt das Endothel zur Aufrechterhaltung eines adäquaten Blutflusses bei (Nilius und Droogmans 
2001) und spielt eine wichtige Rolle bei verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen 
Prozessen. 
 
Die entscheidende Bedeutung des Endothels bei der Kontrolle des Gefäßtonus konnte erstmalig bei 
der durch Acetylcholin vermittelten Relaxation isolierter Aorten gezeigt werden (Furchgott und 
Zawadzki 1980). Der dafür verantwortlich Faktor wurde als NO identifiziert (Ignarro et al. 1987). 
Neben NO gehören zu den wichtigsten vasodilatatorischen Faktoren auch Prostazyklin (PGI2) und 
EDHF (endothelium-derived hyperpolarizing factor). Bei EDHF geht man davon aus, dass es sich 
dabei um ein System aus chemischen und elektrischen Prozessen handelt (Urakami-Harasawa et al. 
1997), (Jaggar et al. 1998), (Feletou und Vanhoutte 2006). Als klassisches Bespiel einer 
vasokonstriktorischen Substanz gilt Endothelin-1. 
 
 




-Konzentration in vaskulären Endothelzellen wirkt als second messenger, der 
zahlreiche zelluläre Prozesse reguliert (Nilius und Droogmans 2001) (Nilius et al. 2007), so auch die 
Synthese aller drei Vasodilatatoren. Der Ca
2+
-Einstrom kann die Aktivität der konstitutiven 
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NO-Synthase, die die Produktion von NO katalysiert, stimulieren (Luckhoff et al. 1988). Auch die 
Aktivierung der PLA2, das Schlüsselenzym der Produktion von Prostazyklin und EDHF, kann durch 
den Ca
2+
-Influx aktiviert werden. Die Vielfalt der durch Ca
2+
 vermittelten Effekte wird durch 
Amplitude sowie durch räumliches und zeitliches Verteilungsmuster von Ca
2+
 generiert. Dabei agiert 
das Ca
2+
-Signalsystem auf unterschiedliche Weise, um zelluläre Prozessen dynamisch zu regulieren. 
Der zugrunde liegende Mechanismus für das Ca
2+







Zu den wichtigen Funktionen endothelialer Ionenkanäle gehört die Kontrolle des Ca
2+
-Einstroms und 
die Modulation des Membranpotentials. Das endotheliale Membranpotential stellt, zusammen mit dem 
transmembranösen Ca
2+
-Konzentrationsgradienten, die treibende Kraft für den Ca
2+
-Influx 
(Vennekens et al. 2003). Der Ca
2+
-Einstrom kann die [Ca
2+
]i in der Zelle allgemein oder innerhalb 
definierter subzellulärer Kompartimente und Regionen erhöhen. Die Erhöhung der [Ca
2+
]i erfolgt 
entweder über Freisetzung aus intrazellulären Speichern oder aus dem Extrazellularraum, häufig 
jedoch über beide Wege. Das fundamentalen System, das Veränderungen der [Ca
2+
]i koordiniert, ist 
die Aktivierung der Phospholipase C (PLC). Diese erfolgt entweder G-Protein gekoppelt und 
Rezeptor-Tyrosinkinase gekoppelt. Einige Mediatoren, wie Scherkräfte oder oxidativer Stress, können 
die Signalkaskade ohne Umweg über die Rezeptorbindung durch direkte Aktivierung von 
Phospholipasen aktivieren. Nach Stimulation der Endothelzelle kommt es durch Bindung von 
Agonisten an deren G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR) zu einer Erhöhung der [Ca
2+
]i innerhalb 
von Sekunden. Verantwortlich dafür sind die GPCRs, deren Gqα-Untereinheit die PLC aktiviert, von 
denen die PLC-β- und PLC–γ-Isoformen in Endothelzellen vorkommen. Die PLC generiert aus PIP2 
wiederum Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (InsP3). Bindet InsP3 an den InsP3-Rezeptor 
in der Membran des ER, wirkt dieser als Kanal, der Ca
2+
 in das Zytosol freisetzt. Dadurch kommt es 
durch Entleerung der intrazellulären Ca
2+
-Speicher zunächst zu einer transienten Erhöhung der [Ca
2+
]i. 
Anschließend erfolgt eine zweite, nachhaltige Plateauphase aufgrund eines extrazellulären  
Ca
2+
-Einstroms mittels in der Plasmamembran lokalisierter Ca
2+
-permeabler Kationenkanäle 




-Kanäle können aufgrund ihres 




-Austauscher (NCX) im 
Rückwärts-Modus, mittels Liganden aktivierbare Kanäle (LGC = ligand-gated cation channels), 
Rezeptor-aktivierte Kanäle (RACs = receptor-activated cation channels), wozu auch ROCs  
(receptor-operated cation channels) und SOCs (store-operated cation channels) gehören, sowie durch 
Dehnung aktivierbare Kanäle (SACs = stretch-activated cation channels). Die molekulare Identität der 
drei letzten zelluläre Eintrittswege für Ca
2+
 ist noch nicht vollständig geklärt, wobei der SOC der am 
häufigsten in nicht erregbaren Zellen beobachtete Mechanismus des regulierten Ca
2+
-Einstroms ist, so 
erfolgt der Ca
2+
-Einstrom auch in vaskulären Endothelzellen insbesondere über SOC. Der SOC wird in 
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Abhängigkeit der Entleerung der internen ER-Speicher für Ca
2+
 aktiviert. In Abbildung 1.1 ist die 
mittels Agonisten induzierte Signaltransduktion dargestellt. 
 
Abb. 1.1: G-Protein gekoppelte Signaltransduktionskaskade. Durch Binden eines Agonisten an 
einen Gq-gekoppelten GPCR werden Veränderungen der [Ca
2+
]i vermittelt. Diese, durch Rezeptoren 
getriggerte Aktivierung der PLC mit nachfolgender Bildung von DAG und InsP3, generiert die 
langsamen Ca
2+
-Signale. Ähnliches erfolgt auch bei der Aktivierung über Rezeptor-Tyrosinkinasen, 
deren Signal jedoch über PLCγ vermittelt wird [Birnbaumer et al. 2009]. 
 
Die Erhöhung der [Ca
2+
]i stimuliert schließlich die Endothelzelle, verschiedene vasoaktive Substanzen, 
wie NO, EDHF, Prostaglandine und Endotheline, zu generieren. Abhängig von der Substanz und den 
vorhandenen Bedingungen kommt es zu Veränderungen des Gefäßtonus, der vaskulären Permeabilität, 
der Koagulation und des endothelialen Wachstums (Berridge et al. 2003) (Yao und Garland 2005) 
(Watanabe et al. 2008). 
 
Der Prozess der intrazellulären Ca
2+
-Regulation in vaskulären Endothelzellen beinhaltet regulierte 
Veränderungen der [Ca
2+





-permeable Kationenkanäle aus dem extrazellulären Raum, wie 
beispielsweise ROC oder SOC. Die funktionelle Charakterisierung und molekularbiologische 
Klassifizierung dieser Ca
2+
-permeablen Kanäle ist noch nicht vollständig geklärt. Als Kandidaten 
hierfür gelten Kanäle der TRP-Genfamilie (TRP = transient receptor potential) (Nilius und 





Die Superfamilie der TRP-Kanäle besteht aus einer großen Anzahl von Kationenkanälen. Diese sind 









, permeabel (Ramsey et al. 2006). Die meisten TRP-Untereinheiten haben nur eine geringe 
Spannungsselektivität, wodurch sie unempfindlich gegenüber Veränderungen des Membranpotentials 
sind (Nilius et al. 2005). Beim Öffnen depolarisieren die TRP-Kanäle die Zellen von ihrem 
Ruhemembranpotential aus auf etwa 0 mV. Dabei erhöhen sie die intrazelluläre Na
+
- und 
üblicherweise auch die Ca
2+
-Konzentration (Clapham et al. 2005). Allgemein werden TRP-Kanäle fast 
ubiquitär exprimiert, so dass die meisten Zellen mehrere TRP-Kanäle besitzen (Pedersen et al. 2005). 
 
1.3.1 Die Entdeckung der TRP-Kanäle in Drosophila melanogaster 
Die Photoreaktion im Auge von Drosophila melanogaster beinhaltet die PLC-vermittelte Aktivierung 
von Membrankanälen, die zu einem depolarisierenden Rezeptorpotential führt (Hardie und Raghu 
2001). Um die Bestandteile der Kaskade, die zum Licht-induzierten Strom (LIC) in Drosophila 
führen, zu untersuchen, wurden viele Drosophila Mutanten generiert und Veränderungen ihres LIC 
untersucht. Der von Cosens und Manning 1969 aufgrund von Verhaltensstudien identifizierte Strom 
wies ein transientes Rezeptorpotential auf (Cosens und Manning 1969). Obwohl die Zellen 
depolarisiert waren, zeigte sich eine beschleunigte Erholung zum Grundniveau. Aus diesem Grund 
und da der Ca
2+
-Einstrom in diesen Mutanten deutlich vermindert war, wurde dieser Vorgang als 
„transientes Rezeptorpotential“ (trp) bezeichnet. Erst 1989 wurde der trp-Lokus von Drosophila auf 
molekularer Ebene charakterisiert. Trp war damit das erste Mitglied einer neuen Familie von 
integralen Ca
2+
-Kanälen (Montell und Rubin 1989). 
Obwohl zunächst angenommen wurde, dass trp ein spezifisches Protein von Drosophila melanogaster 
sei, konnte mittels PCR-Klonieren das Vorkommen von Homologen des Drosophila trp-Proteins auch 
in anderen Arten gezeigt werden (Petersen et al. 1995), (Vennekens et al. 2002). 
 
1.3.2 Humane TRP-Kanäle 
Humane Zellen exprimieren 27 TRP-Kanäle, welche aufgrund der Homologie ihrer 
Aminosäuresequenz in sechs Unterfamilien unterteilt werden können: die TRPC 
(kanonisch/klassisch), die TRPV (vanilloid), die TRPM (Melastatin), die TRPP (Polyzystin), die 
TRPML (Mukolipin) und die TRPA (Ankyrin) 
 
(Montell et al. 2002) (Montell et al. 2002) (Pedersen et 
al. 2005) (Nilius et al. 2007). Von den Unterfamilien weisen TRPC, TRPV, TRPM und TRPA eine 
größere strukturelle Ähnlichkeit auf. Eine weitere Unterfamilie ist die TRPN-Gruppe (NOMP, No 
mechanopotential). Die derzeitigen Informationen des Genoms lassen darauf schließen, dass es keine 
TRPN-Orthologe in Säugern gibt. 
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1.3.3. Aufbau der TRP-Kanäle 
Jede TRP-Kanal-Untereinheit besteht aus 6 Transmembrandomänen (S1-S6) mit einer Poren 
bildenden Region, dem Pore Loop. Der Pore Loop stellt einen Selektivitätsfilter zwischen S5 und S6 
dar (Vannier et al. 1998), (Montell et al. 2002). Zusätzlich gibt es noch einen intrazellulär lokalisierten 
C-und N-Terminus. Die fehlende positive Ladung von S4 führt zur geringen Spannungsselektivität der 
TRP-Kanäle. Die Struktur der Pore bestimmt Selektivität und Permeabilität eines gegebenen Kanals 
wesentlich mit (Abbildung 1.2). 
 
Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Architektur von Mitgliedern der TRP-Familie. Alle 
TRP-Kanäle weisen drei allgemeine Komponenten auf: eine zentrale Domäne, bestehend aus den 
sechs Transmembrandomänen S1-S6, sowie den zytosolischen N- und C-Terminus. Beide Termini 
enthalten eine variable Zahl an Protein-Protein-Interaktionsmotiven, welche die einzelnen Kanäle 
charakterisieren. Die Länge des N- und C-terminalen Restes variiert signifikant innerhalb der 
Mitglieder der TRP-Familie [modifiziert nach (Clapham et al. 2001)]. 
 
Der N-Terminus von TRPV, TRPC und TRPA enthält multiple Ankyrin-bindende Wiederholungen. 
Diese Sequenzmotive aus 33 Aminosäureresten scheinen primär an dem Aufbau funktioneller 
Kanaltetramere beteiligt zu sein (Mosavi et al. 2004) (Schindl und Romanin 2007). Weitere 
konservierte Strukturmotive sind Coiled-Coil-Domänen sowie die sich im  
C-terminalen Bereich von S6 findende „TRP domain“. Letztere, welche nur in den Genen von TRPC 
und TRPM existiert, ist eine konservierte Sequenz von 25 Aminosäuren, welche mit der nahezu 
unveränderlichen „TRP box“ (EWKFAR) beginnt. Zudem enthalten TRPC und TRPM-Kanäle  
Prolin-reiche Sequenzen, welche als „TRP box 2“ bezeichnet werden (Ramsey et al. 2006). Alle  
TRP-Kanäle besitzen außerdem multiple Stellen für Regulation und Protein-Interaktionen, wie 
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beispielsweise Bindungsstellen für Calmodulin und PIP2 (Zhu 2005). Zusätzlich bestehen mehrere 
mutmaßliche Phosphorylierungsstellen für Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC). 
 
Erst der Aufbau der Kanaluntereinheiten zu Homo- oder Heterotetrameren führt zur Bildung 
funktioneller Kanäle, welche für Kationen selektiv sind (Abbildung 1.3). Die Fähigkeit der homologen 
TRP-Untereinheiten miteinander zu interagieren, bestimmt Stöchiometrie und Komposition der 
Heterotetramere (Lepage et al. 2006). Ob Homo- oder Heterotetramere gebildet werden, hängt von den 
einzelnen TRP-Kanälen ab. Zudem ist die physiologische Bedeutung solcher Kanalkomplexe oft 
unklar (Hellwig et al. 2005). 
 
Abb. 1.3: Funktionelle Zusammensetzung der TRP-Monomere zu Tetrameren. Die  
TRP-Monomere setzen sich entweder zu Homomeren oder zu aus bis zu drei TRP-Isoformen 
bestehenden Heterotetrameren zusammen, um funktionelle Kanäle zu bilden. Diese sich daraus 
ergebende zentrale Pore ist für Ionen durchlässig [nach (Firth et al. 2007)]. 
 
Eine weitere Besonderheit ist das Vorkommen mehrerer splice-Varianten einiger Mitglieder der  
TRP-Familie, wie beispielsweise TRPV4 (Arniges et al. 2005) und TRPM3, welche zusätzlich 
Aktivität und Zusammensetzung der Kanäle regulieren. Die Fähigkeit der TRP-Kanäle untereinander 
funktionelle Kanäle zu bilden, ermöglicht sowohl die Bildung verschiedener Kationenkanäle als auch 
die Regulation verschiedenster Zellfunktionen des kardiovaskulären Systems. (Watanabe et al. 2008). 
 
1.3.4 Permeabilität und Steuerung von TRP-Kanälen 
TRP-Kanäle wirken als zelluläre Sensoren in vielen Zelltypen, sind an der Homeostase von Ionen 
durch Bereitstellen einer Route für den transzellulären Transport und an der Regulation der Funktion 
intrazellulärer Organellen beteiligt. Die meisten von ihnen tragen als Einstromwegen für 
Calciumionen (Ca
2+
) aus dem Extrazellulärraum oder aus intrazellulären Organellen bei. Die TRP-
Kanäle tragen zu Veränderungen der [Ca
2+
]i direkt als Einstromkanäle für Ca
2+
 oder indirekt durch 
Veränderung des Membranpotentials bei, um so die treibende Kraft für Ca
2+
 zu modulieren. Fast alle 
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funktionell charakterisierten TRP-Kanäle sind für Ca
2+
 permeabel. Ausnahmen sind TRPM4 und 
TRPM5, welche ausschließlich für monovalente Kationen durchlässig sind. Meiste ist die Selektivität 
der TRP-Kanäle mit einem relativen Permeabilitätsverhältnis PCa/PNa zwischen 0,3 bis 10 sehr gering 
(Nilius 2007). 
 
Die meisten TRP-Kanäle können durch diverse Stimuli gesteuert werden und wirken als primäre 
Signalmoleküle in der Zelle. Dies beinhaltet das Binden intrazellulärer und extrazellulärer Botenstoffe 
(Messenger), Temperaturveränderungen sowie chemischer und/oder physikalischer Stress  
(Clapham 2003). Mögliche Aktivierungswege erfolgen über PLC (Estacion et al. 2001) (dabei 
insbesondere über die Subtypen PLCβ und PLCγ), Lipide (DAG, AA), Shear Stress und Radikale. Für 
die meisten TRP-Kanäle konnten aktivierende Liganden gefunden werden, die entweder endogen, 
Derivate natürlicher Komponenten oder rein synthetische Komponenten sind. Zudem scheinen einige 
TRP-Kanäle konstitutiv offen zu sein, beispielsweise TRPV5 und TRPV6. Andere werden durch den 
Füllungszustand intrazellulärer Speicher gesteuert (SOC) (Watanabe et al. 2008) (Nilius et al. 2007). 
 
1.3.5 Die TRPC-Unterfamilie 
Von allen TRP-Familien weist die zuerst entdeckte TRPC-Unterfamilie (Wes et al. 1995) die größte 
Homologie zu dTRP auf. Aufgrund von Sequenzhomologie und funktioneller Verwandtschaft können 
diese nicht-selektiven, Ca
2+
-permeablen Kationenkanäle in vier Unterfamilien unterteilt werden: 
TRPC1, TRPC2, TRPC4/5 und TRPC3/6/7 (Pedersen et al. 2005). Ihr Permeabilitätsverhältnis 
(PCa/PNa) unterscheidet sich deutlich zwischen den einzelnen Mitgliedern der Familie. Teilweise gibt 
es sogar unterschiedliche Daten zu einem Kanal. Zudem können mehrere TRPC-Kanäle 
Heteromultimere in vivo und in vitro bilden (Hoffman et al. 2002), wobei sich die Kanaleigenschaften 
deutlich zwischen den Homo- und Heteromeren exprimierenden Zellen unterschieden (Strubing et al. 
2001). TRPC2 kodiert im humanen Genom für ein Pseudogen (Vannier et al. 1999). In Abbildung 1.4 
ist der schematische Aufbau der TRPC-Unterfamilie dargestellt. 
Alle Kanäle der TRPC-Familie können durch Stimulation von Rezeptoren aktiviert werden, die 
verschiedene Isoformen der PLC aktivieren und durch Calmodulin oder andere Proteine moduliert 
werden (Venkatachalam et al. 2003), (Hardie 2007). TRPC3, TRPC6 und TRPC7 werden zudem, 
unabhängig von der Stimulation der Proteinkinase C (PKC), durch Diacylglycerol (DAG) aktiviert 
(Hofmann et al. 1999). 
 
1.3.6 Die TRPV-Unterfamilie 
Die TRPV-Familie (Abbildung 1.4) besteht in Säugern aus sechs Mitgliedern. TRPV1 bis TRPV4 sind 
durch positive Temperaturveränderung aktivierte Ionenkanäle (Voets et al. 2004), die nicht-selektiv 
für Ca
2+
 und nur gering für Ca
2+
 permeabel (PCa/PNa zwischen 1 und 10) sind. Zudem wirken TRPV1 
20 
Einleitung 
bis TRPV4 als Chemosensoren für eine Vielzahl endogener und synthetischer Liganden sowie auf 
physikalische Reize (Vriens et al. 2009). Die verschiedenen chemischen und physikalischen 
aktivierenden Stimuli können einen additiven oder super-additiven Effekt auf die Steuerung der 
TRPV-Kanäle (Nilius et al. 2005) haben.  
Eine weitere Gruppe bilden TRPV5 und TRPV6. Sie sind die am höchsten für Ca
2+
 selektiven  
TRP-Kanäle (Voets et al. 2004) und werden durch die [Ca
2+
]i eng reguliert. 
 
  
Abb. 1.4: Struktureller Aufbau der TRPC- und TRPV-Unterfamilie (Pedersen et al. 2005). 
 
1.3.7 Die TRPM-Unterfamilie 
Mitglieder der TRPM Familie (Abbildung 1.5) können, aufgrund von Sequenzhomologie, in drei 
Untergruppen unterteilt werden: TRPM1/3, TRPM4/5 und TRPM6/7, wobei TRPM2 und TRPM8 
strukturell unterschiedliche Kanäle darstellen. Einzigartig ist das Vorhandensein einer funktionellen 
enzymatischen Domäne am C-Terminus von TRPM2, TRPM6 und TRPM7 (Levitan und Cibulsky 
2001). 




 auf. Dies geht von 
impermeabel für Ca
2+




 (TRPM6, TRPM7 
sowie bestimmte Splice-Varianten von TRPM3). Auch der Steuerungsmechanismus variiert deutlich 
zwischen den einzelnen TRPM-Kanälen (Kraft und Harteneck 2005), (Perraud et al. 2001), (Nadler et 
al. 2001), (Peier et al. 2000) (Bavencoffe A et al. 2011). Für den zuerst entdeckten TRPM1, der ein 
Melanozyten-spezifisches Gen ist, gibt es noch keine funktionelle Charakterisierung (Duncan et al. 
1998). 
 
1.3.8 Die TRPA Unterfamilie 
Diese Familie besteht nur aus einem einzigen Mitglied in Säugern, TRPA1 (Abbildung 1.5). TRPA1 
weist 14 ankyrin repeats auf, welche relevant sind für die mögliche Bedeutung des Kanals als 
Mechanosensor (Corey et al. 2004). Es gibt Daten, dass TRPA1 durch schmerzhafte Kälte (Karashima 
et al. 2009) und durch stechendscharfe Substanzen, wie Isothiozyanate oder Methylsalicylate, sowie 




Abb. 1.5: Struktureller Aufbau der TRPM- und TRPA-Unterfamilie (Pedersen et al. 2005). 
 
1.3.9 Die TRPML-Unterfamilie 
Die Mitglieder der TRPML-Familie sind drei, noch nicht vollständig charakterisierte Proteine, die aus 
weniger als 600 Aminosäuren bestehen. Sie sind vermutlich in intrazellulären Vesikeln lokalisiert. Am 
besten untersucht worden ist TRPML1, der eine Rolle bei der endosomalen Azidifizierung spielt, und 
dessen Mutationen mit der neurodegenerativen lysosomalen Speichererkrankung Mukolipidose IV 
assoziiert sind (Cantiello et al. 2005). Über TRPML2 und TRPML3 ist wenig bekannt. Die 
schematische Struktur ist in Abbildung 1.6 dargestellt. 
 
1.3.10 Die TRPP-Unterfamilie 
Von der TRPP-Familie, die sehr inhomogen ist, gehören nur folgende Mitglieder der Polyzystin-2 
Gruppe zu den TRP-Kanälen (Abbildung 1.6): TRPP1 (PKD2), PKD2like1 und PKD2like2 (Delmas 
2004). Mitglieder der Polyzystin-1 Gruppe werden nicht als den TRP zugehörig definiert, aufgrund 
ihrer Struktur aus 11 Transmembrandomänen. Allerdings wird vermutet, dass sie mit Mitgliedern der 
Polyzytin-2 Gruppe funktionelle Kanäle bilden können. Die autosomal dominante Form der 
Zystennieren (ADPKD) entsteht durch Mutationen im Gen von TRPP1 oder TRPP2 (Clapham 2003). 
  




TRP-Kanäle sind an einer Reihe verschiedener physiologischer Vorgänge beteiligt und viele 
Isoformen werden in mehreren Geweben exprimiert (Kunert-Keil et al. 2006). Selten jedoch ist die 
spezifische physiologische Bedeutung individueller TRP bekannt. Demzufolge ist es wichtig, die 
Physiologie der einzelnen TRP-Kanäle sowie ihre Bedeutung bei humanen Erkrankungen zu 
untersuchen (Kiselyov et al. 2007). 
 
 
1.4 TRP-Funktionen bei Endothelstimulation 
 
Als Endothelstimulation bezeichnet man rasche, innerhalb von Minuten ablaufende, reversible 
Reaktionen ohne Proteinneusynthese. Dazu gehört die Erhöhung der vaskulären Permeabilität durch 
Histamin oder weitere vasoaktive Mediatoren, die Inhibierung der endothelialen NO-Freisetzung 
sowie die Umverteilung des luminalen Adhäsionsmoleküles P-Selektin durch Thrombin- oder 
Histaminstimulation. Endothelzellen verschiedenen Ursprungs exprimieren eine Vielzahl von 
membranösen Ionenkanälen und allgemein auch zahlreiche TRP-Kanäle (Kohler et al. 2001), (Yip et 
al. 2004), deren Expression durch eine Vielzahl von Stimuli reguliert wird. Oft ist noch ungeklärt, 
welche dieser Kanäle eine funktionelle Bedeutung im kardiovaskulären System haben. Um die 
weitreichenden physiologischen Funktionen von TRP-Kanälen zu verstehen, ist es erforderlich, die 
allgemeinen Aspekte ihrer Regulation und Modulation zu verstehen. Hierfür spielen zwei 
Mechanismen eine besondere Bedeutung: 
Eine Möglichkeit ist die Regulation der Aktivität durch Protein-Protein-Interaktion oder direkte 
Phosphorylierung mittels Proteinkinase C. Ein interessanter Aspekt hierfür ist die Interaktion mit und 
Modulation durch Phosphatidylinositolphosphate (PIPs) der Plasmamembran, welche für funktionelle 
Änderungen der TRP-Kanal-Aktivität bedeutsam sind (Nilius et al. 2006), (Nilius et al. 2008). 
Eine andere Variante ist die Modulation der TRP-Funktion mittels regulierender Faktoren. Als 
Reaktion auf verschiedene Substanzen (aus autonomen und sensorischen Nerven oder Thrombozyten, 
zirkulierende Hormone, Autakoide, Zytokine und Pharmaka), sowie auf physikalische oder chemische 
Stimuli, synthetisieren und setzen Endothelzellen verschiedene Faktoren frei. Diese modulieren 
sowohl die Funktionen benachbarter Zellen wie auch die der Endothelzelle selber. Dadurch können 
beispielsweise Angiogenese, inflammatorische Reaktionen, Homeostase sowie vaskulärer Tonus und 
Permeabilität moduliert werden. Diese Modulationen erfolgt insbesondere durch Erhöhung der 
Aktivität des Enzyms Phospholipase C mit daraus folgender Erhöhung der freien [Ca
2+
]i. Ein Bespiel 
hierfür ist TRPM7 (Langeslag et al. 2007). 
 
In Endothelzellen ist der Ca
2+
-Einstrom ein bedeutsames Ereignis, das durch vasoaktive und  
pro-angiogenetische Faktoren getriggert wird, welche an GPCRs bzw. Rezeptor-Tyrosinkinasen 
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gebunden sind (Antoniotti et al. 2002). Ein wesentlicher Hinweis für die Bedeutung von TRP-Kanälen 
bei dem durch Agonisten induzierten Ca
2+
-Einstrom stammt von TRPC4
(-/-)
-Mäusen. Diese weisen 
eine deutlich verminderte Agonisten-induzierte Vasorelaxation auf. Grund hierfür ist ein verminderter 
durch Acetylcholin und ATP stimulierter Ca
2+
-Einstrom in Endothelzellen (Freichel et al. 2001). Der 
Ca
2+
-Einstrom über TRPC4 könnte zur Bildung endothelialer Vasorelaxantien führen (NO, EDHF 
oder Prostazyklin) und dadurch den Gefäßtonus reduzieren. Zudem scheint TRPC4 an der Regulation 
der transzellulären Permeation der Endothelschicht in vivo beteiligt zu sein, da der durch  
Thrombin-induzierte Ca
2+
-Einstrom in pulmonalarteriellen Endothelzellen in TRPC4
(-/-)
-Mäusen nicht 
mehr vorhanden ist (Tiruppathi et al. 2002). 
Weitere Bespiele sind die Stimulation von TRPC6 in mikrovaskulären Endothelzellen aus murinen 
Herzen durch Bradykinin oder die mögliche Rolle von TRPC1 bei der Regulation der vaskulären 
Permeabilität. Auch andere TRP-Kanäle könnten durch spezifische Agonisten aufgrund ähnlicher 




 essentiell für viele endotheliale Funktionen ist, wie beispielsweise die normale 
Beschaffenheit der Integrität der Endothelzelle, kann die Erhöhung der [Ca
2+
]i zur Dysfunktion der 
Barriere führen. Entzündliche Agonisten, wie Thrombin, Histamin, Bradykinin, und Oxidantien 
vermitteln eine erhöhte endotheliale Permeabilität durch Aktivierung Ca
2+
-sensitiver Signalwege in 
Endothelzellen (Tiruppathi et al. 2003). Neben dieser durch Agonisten induzierten Erhöhung der 
[Ca
2+
]i, können auch hämodynamische Scherkräfte eine Vielzahl von intrazellulären Ereignissen, die 
die Gefäßstruktur beeinflussen, in Abwesenheit eines Liganden mittels GPCRs stimulieren. All dies 
könnte zu der Entwicklung kardiovaskulärer Pathologien beitragen. 
 
 
1.5 Vasoaktive Faktoren 
 
Vasoaktive Substanzen, zu denen sowohl relaxierende, wie Bradykinin und Acetylcholin, als auch 
konstringierende, wie Endothelin-1 und Angiotensin II gehören, werden aus Zellen des Gefäßsystems 
freigesetzt oder zirkulieren im Blut. Sie binden an ihre Rezeptoren, meist GPCRs oder  
Rezeptor-Tyrosinkinasen, und beschleunigen dadurch die Erhöhung der [Ca
2+
]i. Dies stimuliert 
wiederum die Endothelzellen, eine Vielzahl von vasoaktiven Substanzen zu generieren. Diese 
induzieren hierdurch den Ca
2+
-Einstrom in die glatten Gefäßmuskelzellen und tragen somit zu 
Veränderungen von Gefäßtonus und Blutdruck bei. Aufgrund der besonderen Bedeutung von  
TRP-Kanälen bei der Vermittlung des Ca
2+
-Einstroms als Reaktion auf vasoaktive Substanzen könnte 
eine veränderte Expression von TRP-Kanälen dadurch die Endothel-abhängige Vasorelaxation stören. 
Ein Beispiel hierfür ist der, durch ATP aktivierte, TRPC5 in kultivierten Endothelzellen von 
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Rinderaorten (Kwan et al. 2007). Die Wirkung von Bradykinin, Endothelin-1 und Histamin auf die 
Endothelzelle werden in Abbildung 1.7 dargestellt. 
 
Abbildung 1.7: Veränderung des Gefäßmuskeltonus durch vasoaktive Substanzen. Schematische 
Darstellung der die durch Endothelin, Bradykinin und Histamin verursachten Veränderungen der 
[Ca
2+
]i in Endothelzellen und dadurch Wirkung auf den Tonus der glatten Gefäßmuskelzelle 
[modifiziert nach (Kohler et al. 2007)]. 
 
Obwohl die basale Freisetzung von NO ein von Ca
2+
 unabhängiger Prozess ist, wird die eNOS durch 
Erhöhung der [Ca
2+
]i stimuliert. Hierdurch kommt es zu einer stärkeren Produktion und Freisetzung 
von NO aus Endothelzellen. Dies erfolgt u.a. G-Protein-Rezeptor-gekoppelt mittels Bradykinin. Durch 
Aktivierung von Kinin-Rezeptoren, insbesondere dem Bradykinin-2-Rezeptor, kommt es zu einer, 
durch Bradykinin vermittelten, Vasodilatation durch Stimulierung der Freisetzung von NO, PGI2 
sowie EDHF aus dem Endothel (Harris et al. 2001). 
 
Auch Histamin, eine bekannte vasoaktive Substanz, führt zur Vasodilatation über Modulation der 
eNOS-Aktivität. Des Weiteren ist bekannt, dass Histamin bedeutsam für die Regulation der 
Zyklooxygenase-2 (COX-2) in Endothelzellen ist und somit eine wichtige Rolle in der Prostanoid-
Homeostase einnimmt (Tan et al. 2007). 
 
Endothelin-1 (ET-1) ist der potenteste bekannte Vasokonstriktor und wird insbesondere von 
Endothelzellen produziert und freigesetzt (Yanagisawa et al. 1988). Zusätzlich ist das Peptid an der 
Proliferation und Hypertrophie glatter Gefäßmuskelzellen beteiligt. Jedoch ist die Wirkung von 
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Endothelin-1 konzentrationsabhängig: In niedriger Konzentration führt Endothelin-1 über Aktivierung 
von ETB-Rezeptoren, die an die Freisetzung von NO, Prostazyklin und EDHF gekoppelt sind, zur 
Vasodilatation (Mazzuca and Khalil 2012). In hoher Konzentration hingegen führt es zu einer 
deutlichen Kontraktion durch Aktivierung von ETA-Rezeptoren und in einigen Blutgefäßen durch 
Aktivierung von ETB-Rezeptoren der glatten Gefäßmuskulatur (Boulanger 1999). Die Erhöhung der 
[Ca
2+
]i ist essentiell für die durch Endothelin-1 vermittelte Vasokonstriktion. Obwohl der 
Endothelinspiegel im Plasma von WKY- und SHR-Ratten ähnlich oder nur leicht erhöht ist, ist die 
Konzentration im Plasma von den stärker hypertonen SHRsp-Ratten dauerhaft erhöht. Hier trägt 
Endotholin-1 auch zu Endorganschäden und Gefäßumbau, jedoch nur geringfügig zum erhöhten 
Blutdruck, bei (Schiffrin et al. 2005). 
 
 
1.6 Der Einfluss pro-angiogenetischer Faktoren 
 
Verschiedene Aspekte der endothelialen Funktion sowie komplexe Prozesse werden durch 
Wachstumsfaktoren reguliert. Extrazelluläre Angiogenesefaktoren, wie VEGF, bFGF oder PDGF, 
stimulieren die Proliferation und Migration von Endothelzellen und begünstigen dadurch die 
Angiogenese. Ca
2+
 spielt dabei eine bedeutende Rolle. TRP-Kanäle könnten an dem durch  
pro-angiogenetische Agonisten induzierten Ca
2+
-Einstrom in Endothelzellen beteiligt sein. 
Ein gut charakterisiert Agonist ist bFGF, der einen potenten myogenen und proliferativen Effekt auf 
Endothelzellen ausübt. Es konnte gezeigt werden, dass TRPC1 an dem, durch einen biologisch 
relevanten Agonisten (wie bFGF), aktivierten Ca
2+
-Einstrom in nativen Endothelzellen beteiligt ist 
(Antoniotti et al. 2002). 
 
Ein besonders wichtiger Wachstumsfaktor mit Bedeutung für das kardiovaskuläre System ist VEGF. 
Die biologische Aktivität hängt dabei von der Reaktion mit spezifischen Rezeptoren ab. VEGFA, ein 
endothelialer Wachstumsfaktor, spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation von Angiogenese, 
Vasodilatation und Gefäßpermeabilität. Dies erfolgt mittels einer komplexen Signalkaskade über 
Aktivierung des endothelialen VEGF-Rezeptors-2 (VEGFR-2), einer  
Rezeptor-Tyrosinkinase und führt zu einer Erhöhung der [Ca
2+
]i sowie einem VEGF-abhängigen 
 Ca
2+
-Einstrom (Nilius und Droogmans 2001). Dabei induziert VEGF einen Rezeptor-operierten 
Kationenstrom (ROC) in humanen mikrovaskulären Endothelzellen, dem hauptsächlichen Wirkort von 
VEGF, der ähnliche Charakteristika wie Ströme von TRPC3 oder TRPC6 aufweist (Cheng et al. 
2006). 
Zudem scheint ein TRPC-Kanal an der durch VEGF stimulierten Proliferation und Migration von 
Endothelzellen beteiligt zu sein (Dietrich et al. 2007). Die TRP-Kanäle tragen möglicherweise zum 
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Gefäßumbau über zwei verschiedene Mechanismen bei: Zum einen könnten proliferative Faktoren 
TRP-Kanäle aktivieren und mit der sich daraus ergebenden Erhöhung der [Ca
2+
]i 
Signaltransduktionskaskaden modulieren, wodurch es zum Umbau kommt. Und zum anderen könnte 
der Ca
2+
-Einstrom über TRP-Kanäle Endothelzellen stimulieren pro-angiogenetische Faktoren zu 
generieren und freizusetzen, was dann den Gefäßumbau vereinfacht (Yao und Garland 2005). Des 
Weiteren gehört VEGF zu den Modulatoren der eNOS und könnte darüber ebenfalls Einfluss ausüben. 
 
Eine weitere pro-angiogenetische Substanz mit Effekten auf das kardiovaskuläre System ist 
Erythropoetin. Es ist bekannt, dass Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, welche mit dem 
rekombinanten, humanen rhEpo therapiert werden, einen Therapie-induzierten Hypertonus erleiden 
können. Zudem ist Erythropoetin in der Lage, die Produktion endothelialer vasoaktiver Modulatoren, 
wie Endothelin-1, zu stimulieren. Dabei wird Erythropoetin über einen Ca
2+
-abhängigen Mechanismus 
freisetzt. Auch vasodilatatorische Substanzen, wie VEGF, werden von kultivierten Endothelzellen, 
welche mit rhEpo behandelt werden, freigesetzt (Jelkmann und Wagner 2004). 
 




Abbildung 1.8: Wirkungen von VEGF und Erythropoetin auf die Endothelzelle. Schematische 
Darstellung der die durch VEGF und Erythropoetin verursachten Veränderungen der [Ca
2+
]i in 





1.7 Endotheliale Dysfunktion und Hypertonie 
 
Die besondere Bedeutung des Endothels für die Funktion des vaskulären Systems wird durch seine 
Bedeutung bei der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen deutlich. Als endotheliale Dysfunktion kann 
die Störung der Endothelzellfunktion definiert werden, bei der u.a. die Balance der endothelialen 
Produktion von vasorelaxierenden und vasokonstringierenden Faktoren gestört ist. Dies kann durch 
diverse intrinsische und extrinsische Faktoren induziert werden. Häufig scheint oxidativer Stress die 
Ursache zu sein, der sich als verminderte Bioverfügbarkeit von NO, endothelialer Barrieredysfunktion, 
gestörter Regulation des Tonus der glatten Gefäßmuskulatur, antithrombogener Eigenschaften sowie 
angiogener Kompetenz manifestiert. Grund hierfür ist, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS= reactive 
oxygen species) die vom Endothel-abhängige Vasodilatation inhibieren können. Zudem vermitteln 
ROS über vereinfachte Mobilisation von Ca
2+
 und erhöhte Sensibilität kontraktiler Proteine für Ca
2+
 
die Kontraktion glatter Gefäßmuskelzellen. Bei Hypertonie geht die endotheliale Dysfunktion dem 
Auftreten des erhöhten Blutdruckes oft voraus (Feletou und Vanhoutte 2006). 
 
Defekte von Ionenkanälen haben einen weitreichenden Einfluss auf das Verständnis mehrerer 
Erkrankungen. Multiple Isoformen der TRP-Kanäle werden in VEC und SMC exprimiert und können 
zu endothelialer Dysfunktion beitragen (Wong und Yao 2011). Dabei kann die Expression von  
TRP-Kanälen in SMCs und VECs zu unterschiedlichen physiologischen Effekten führen: Der durch 
TRP-Kanäle vermittelte Ca
2+
-Einstrom in glatten Gefäßmuskelzellen führt zu Vasokonstriktion, 
Proliferation glatter Gefäßmuskeln sowie Stimulation von Mediahypertrophie. Andererseits stimuliert 
der Ca
2+
-Einstrom in die Endothelzelle sowohl die Produktion hyperpolarisierender als auch 
relaxierender Faktoren (Firth et al. 2007). In diversen Gefäßbetten, sowohl bei primär als auch 
sekundär hypertensiven Patienten, ist die Endothel-abhängige Vasodilatation auf physikalische 
(Scherkräfte) und/oder pharmakologische (Bradykinin, Acetylcholin, Substanz P) Stimuli gestört 
(Feletou und Vanhoutte 2006). So gibt es Hinweise, dass die endothelialen TRPA1-Kanäle zur 
Endothel-abhängigen Vasodilatation führen und somit eine wichtige Rolle bei der Regulation des 
Gefäßtonus hat (Earley et al. 2009). 
 
Auch andere TRP-Kanäle, wie TRPC4 oder TRPC6 (Welsh et al. 2002), sind an der Regulation des 
vaskulären Tonus beteiligt. Zudem könnten TRPV1 und TRPV4 eine wichtige Rolle bei der Kontrolle 
des Gefäßtonus haben, da in TRPV4
(-/-)
-Mäusen die Fluss-induzierte Vasodilatation deutlich 
beeinträchtigt ist (Kohler et al. 2006), (Hartmannsgruber et al. 2007). Beide Kanäle werden mittels des 
Endocannabinoids Amandamid und 2-AG aktiviert, die wiederum selber eine eigene  




Neben Veränderungen der Signalkaskaden für Ca
2+
 spielt auch Mg
2+
 eine wichtige Rolle bei vielen 
biochemischen Reaktionen zur Regulation von vaskulärem Tonus und endothelialer Integrität. Eine 
verminderte Mg
2+
-Konzentration wurde mit gestörter vaskulärer Reaktivität, endothelialer 
Dysfunktion, vaskulärer Inflammation und strukturellem Umbau assoziiert. Es konnte gezeigt werden, 
dass Expression und Aktivität des für Mg
2+
 permeablen TRPM7 in SMCs von SHR-Ratten vermindert 
ist. Zudem war die Agonisten-induzierte Vasokonstriktion mittels Angiotensin II beeinträchtigt und 
die [Mg
2+
]i verändert (Touyz et al. 2006). 
 
Des Weiteren lassen verschiedene Daten vermuten, dass auch weitere mit endothelialer Dysfunktion 
assoziierte Phänomene mit der Malfunktion und Dysregulation von TRP-Kanälen assoziiert sind. So 
führt die Dysregulation von TRPC4 und TRPC1 zu einer gestörten vaskulären Endothelbarriere 
(Tiruppathi et al. 2002), die verminderte Aktivität von TRPV4 reduziert Fluss-induzierte 
Gefäßantworten und die Aktivität von TRPC3 und TRPC4 ist mit endothelialer Schädigung durch 
oxidativen Stress assoziiert (Yao und Garland 2005). 
 
Obwohl Malfunktion von TRP-Kanälen den Ca
2+
-Einstrom beeinträchtigen können, könnte NO selber 
auch die Aktivität von TRP-Kanälen durch Feedback-Mechanismen modulieren. Möglich hierfür wäre 
eine durch NO vermittelte Aktivierung verschiedener TRP-Isoformen (TRPC5, TRPV1, TRPV3, 
TRPV4) durch Cystein S-Nitrosylierung. Jedoch können NO, cGMP und Proteinkinase G auch 
zahlreiche TRP-Kanäle in Endothelzellen (TRPC3, TRPC6, TRPM4) durch einen negativen Feedback 
Mechanismus hemmen. Diese Feedback-Mechanismen könnten als NO-Sensoren wirken, die die 
endothelialen NO-Spiegel fein justieren. Eine Dysregulation dieses Systems könnte daher zu 
endothelialer Dysfunktion beitragen (Kwan et al. 2007). 
 
Trotz der großen Anzahl von Daten über TRP-Kanäle konnte bisher nur in wenigen Fällen ein direkter 
Zusammenhang zwischen Dysfunktion einzelner TRP-Kanäle und Fehlfunktion des Endothels gezeigt 





Die Bedeutung von TRP-Kanälen in humanen Endothelzellen ist bislang nicht abschließend geklärt. 
Wie bereits dargestellt exprimieren Endothelzellen eine Vielzahl von Membranionenkanälen, was die 
funktionelle Bedeutung dieser Zellen und der daran angrenzenden glatten Gefäßmuskelzellen 
untermauert. Besondere Bedeutung weist dabei die Kontrolle des Ca
2+
-Einstroms und die Modulation 
des Membranpotentials der Endothelzelle auf. Die Veränderung der [Ca
2+
]i erfolgt sowohl über die 
Ca
2+





-Einstrom wird unter anderem über nicht-selektive Kationenkanäle vermittelt, u.a. 
auch TRP-Kanäle (Firth et al. 2007). Zahlreiche Studien haben das Expressionsmuster von  
TRP-Kanälen in Endothelzellen untersucht. Diese Daten konnten zeigen, dass alle TRPCs (außer 
TRPC7), TRPV1, TRPV3, TRPV4 sowie alle TRPMs (außer TRPM5) in Endothelzellen 
unterschiedlichen Ursprungs exprimiert werden (Yip et al. 2004), (Yao und Garland 2005), (Watanabe 
et al. 2008) (Earley und Brayden 2010). Bekannt ist, dass Endothelzellen unterschiedlicher 
Gefäßbetten und unterschiedlicher Tierarten verschiedene TRP-Kanäle exprimieren können. Für viele 
TRP-Kanäle ist noch ungeklärt, welche dieser Kanäle eine funktionelle Bedeutung im vaskulären 
System haben. Weiterhin ist unklar, ob und wie die einzelnen TRP-Kanäle bei Stimulation des 
Endothels moduliert werden. 
 
Daraus ergaben sich folgende Hypothesen, die experimentell untersucht werden sollten: 
Mit der Messung von RNA-Expressionsprofilen kann die physiologische oder pathophysiologische 
Expression der mRNA einer Zelle oder eines Gewebes zu einem bestimmten Zeitpunkt erfasst werden. 
Obwohl die Expression diverser TRP-Kanäle bereits in verschiedenen Zellarten, so auch in 
Endothelzellen, beschrieben wurde, gibt es weiterhin widersprüchliche Daten in Abhängigkeit von der 
Lokalisation und der Herkunft der Endothelzellen. Demzufolge stellte sich die Frage nach dem 
Vorhandensein aller 28 humanen Mitglieder der TRP-Familie in mikrovaskulären Endothelzellen des 
Menschen (HMEC-1) mittels systematischer Untersuchung sowie die Frage nach der quantitativen 
Zusammensetzung in HMEC-1. Dies sollte mittels der semiquantitativen Technik der real-time  
RT-PCR erfolgen. Zusätzlich sollte noch mittels Linearitätsanalysen die Qualität jedes Primers 
validiert werden. 
 
Da TRP-Kanäle als multifunktionelle zelluläre Sensoren wirken und an zahlreichen fundamentalen 
zellulären Funktionen, wie Kontraktion, Proliferation und Zelltod, beteiligt sind, ist die Untersuchung 
ihrer Bedeutung bei Erkrankungen des Menschen von großem Interesse. Wenig ist bekannt über die 
Aktivierung und Modulation dieser Ionenkanäle in Endothelzellen. Demzufolge sollte untersucht 
werden, ob die Stimulation der HMEC-1 mit verschiedenen pro-angiogenetischen (VEGF, 
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Erythropoetin) und vasoaktiven Faktoren (Histamin, Bradykinin, Endothelin) zu einer Modulation der 
TRP-Expression führt. 
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2. Material und Methoden 
 
 
2.1 Chemikalien und Geräte 
 
2.1.1 Chemikalien 
Substanz     Hersteller 
Agarose     Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland 
Anchored Oligos    Thermo Scientific; Wedel, Deutschland 
Aqua ad injectabile    Diaco, Serag-Wiessner KG; Naila, Deutschland 
Bradykininacetat (B3259 –5MG)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH;  
Taufkirchen, Deutschland 
DMEM High Glucose    PAA; Pasching, Österreich 
dNTP-Mix peqLAB Biotechnology GmbH; Erlangen, 
Deutschland 
Endothelin-1 (E7764 – 10UG)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH;  
Taufkirchen, Deutschland 
Erythropoetin     Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied 
Ether      Roth; Karlsruhe, Deutschland 
Ethidiumbromid    Merck; Darmstadt, Deutschland 
Gel Loading Buffer/solution, Typ I  Sigma; Saint Louis, Missouri, USA 
High Pure Resolution RNA Isolation Kit Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied 
(For small (mini) preparations of RNA) Science; Mannheim, Deutschland 
Histamin (H7250 – 5G)    Sigma-Aldrich Chemie GmbH;  
Taufkirchen, Deutschland 
Midazolam     Roche Pharma AG; Grenzach-Wyhlen, Deutschland 




2+   
PAA; Pasching, Österreich 
Penicillin/Streptomycin    PAA; Pasching, Österreich 
peqGOLD 50bp DNA-Leiter  peqLAB Biotechnology GmbH; Erlangen, 
Deutschland 
Primer Human     Proligo; Hamburg, Deutschland  
Primer Human, Ratte    Sigma Genosys; Woodlands, TX, USA 
Rerverse Transkriptase    Fermentas Life Science; St. Leon-Rot, Deutschland 
RT-Buffer (5x)     Fermentas Life Science¸ St. Leon-Rot, Deutschland 
SYBR® Green     Proligo; Hamburg, Deutschland 
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Trypsin 0,5%     PAA; Pasching, Österreich 




Gerät      Herstellende Firma 
Inkubator  Heraeus; Hanau, Deutschland 
Tischzentrifuge  Thermo Electron Corporation; Karlsruhe, Deutschland 
Mikrofuge (Heraeus Pico 17 Centrifuge)  Thermo Electron Corporation; Karlsruhe, Deutschland 
Vortex-Gerät  Thermo Scientific; Wedel, Deutschland 
Cycler Gene Amp PCR System 2700, Applied Biosystems 
Fast Real-Time PCR System Applied Biosystems; Darmstadt, Deutschland 
Photometer Thermo Scientific; Wedel, Deutschland 
Präparierbesteck (Pinzetten, Scheren, Skalpell, Mikrodissektionsbesteck) 
Rührmagnet 
Standardlaborzubehör 
Sterile Bench (Thermo): Sterile Zellschaber (Greiner; Frickenhausen, Deutschland), Petrischalen 
(Sarstedt AG&Co.; Nümbrecht, Deutschland), Zellkulturflaschen (Greiner), Pipetten (Greiner), 





Es wurden humane dermale mikrovaskuläre Zellen einer immortalisierten Zelllinie (HMEC-1) 
kultiviert und verwendet (Ades et al. 1992). 
 
2.2.1 Kultivierung der Endothelzellen 
Als Nährlösung für HMEC-1 diente DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) mit hoher 
Glucosekonzentration und Glutamin. Zusätzlich wurden dem Medium 10% FCS (Fetales 
Kälberserum), 2% Penicillin/Streptomycin sowie 1% Natriumpyruvat hinzugefügt. Die Zellen wurden 
im Inkubator in mit Wasserdampf gesättigter Atmosphäre und 5% CO2 kultiviert. Bevor die Zellen 
umgesetzt wurden, wurde zunächst mikroskopisch untersucht, ob die HMEC-1 konfluent gewachsen 
waren und ob es mögliche Verunreinigungen mit anderen Zellen bzw. Bakterien/Pilzen gab. Waren die 
Petrischalen konfluent bewachsen, wurde zunächst das Medium abpipettiert, um anschließend die 




 zu spülen. Anschließend wurden die Zellen mit 0,5%igem 
Trypsin für 5 Minuten inkubiert. Nach Ablösen der Zellen wurde das Trypsin mittels PBS mit 
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 inaktiviert. Die Zellen wurden nun in ein 15mL Zentrifgationsröhrung überführt und  
5 Minuten bei 1000Rpm zentrifugiert. Nun wurde das überschlüssige PBS abpipettiert und das Pellet 
mit vorbereitetem DMEM vorsichtig aufgelöst. Abschließend wurden die Zellen in gleichen 




2.3 Molekularbiologische Untersuchungen 
 
2.3.1 Extraktion der mRNA 
Waren die Petrischalen mit HMEC-1 konfluent bewachsenen, wurden die Zellen zunächst aus dem 
Inkubator genommen, das Medium vorsichtig abpipettiert und anschließend die Petrischale zweimalig 








 in jede 
Petrischale pipettiert. Nun wurden die Zellen mithilfe eines sterilen Zellschabers vorsichtig von der 
Petrischale gelöst und in 15mL Zentrifugationsröhrchen bei 1000Rmp 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. 
Währenddessen wurden die Anchored Oligos, der Reaktion Buffer, der dNTP-Mix, bestehend aus 
dATP, dGTP, dTTP sowie dCTP, und Aqua ad injectabilie von -20°C vorsichtig aufgetaut. Nach der 





aufgelöst. Zu dieser Zellsuspension wurde nun 400µL Reagenz 1 (Lysis/binding Buffer) gegeben, das 
Gemisch kurz mittels des Vortex-Geräts gemischt und in Reaktionsgefäße überführt, um für  
30 Sekunden in der Mikrofuge mit 8000Rpm zentrifugiert zu werden. Der Überstand hiervon wurde 
verworfen und in das Reaktionsgefäß wurden 10µL Reagenz 2 (DNAse) sowie 90µL Reagenz 3 (DNA 
Inkubation Buffer) pipettiert. Dies wurde nun 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurden 500µL Reagenz 4 (Wash Buffer 1 mit Ethanol) hinzugegeben und das Gemisch 
wurde erneut für 30 Sekunden bei 8000Rpm zentrifugiert. Erneut wurde der Überstand verworfen und 
es wurden 500µL Reagenz 5 (Wash Buffer 2 mit Ethanol) in das Reaktionsgefäß pipettiert, um für  
30 Sekunden bei 8000Rpm zentrifugiert zu werden. Der Überstand wurde wiederum verworfen. Nun 
wurden 200µL Reagenz 5 in das Reaktionsgefäß gegeben, welches anschließend 2 Minuten bei 
13000Rpm zentrifugiert wurde. Das untere Stück des Reaktionsgefäßes wurde verworfen, während 
das obere Gegenstück in ein steriles Eppendorfgefäß überführt wurde. In Letzteres wurden 70µL 
Reagenz 6 (Elusion Buffer) pipettiert. Anschließend wurde das Ganze für 1 Minute bei 8000Rpm 
zentrifugiert. In dem sterilen Eppendorfgefäß war nun die mRNA der Zellen isoliert. 
 
2.3.2 Umschreiben von mRNA in cDNA 
Um die isolierte mRNA in die stabilere cDNA umzuschreiben, wurden die Proben gecyclet, d.h. in 
mehreren Schritten erhitzt. Dafür wurde für jedes Eppendorfgefäß aus dem vorherigen Schritt  
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6 PCR-Gefäße, welche 200µL umfassen, vorbereitet mit je 1µL Anchored Oligos sowie 10µL von der 
isolierten mRNA. Diese vorbereiteten PCR-Gefäße wurden nun 5 Minuten auf 70°C erhitzt. 
Anschließend wurde in jedes PCR-Gefäß je 2µL Aqua ad injectabile, 4µL Reaktionspuffer sowie  
2µL dNTP-Mix, bestehend aus dATPs, dGTPs, dCTPs und dTTPs, pipettiert, so dass sich nun in 
jedem PCR-Tube 19µL Flüssigkeit befanden. Dann wurden die PCR-Gefäße für 5 Minuten auf 37°C 
erhitzt. Zuletzt wurde in jedes PCR-Gefäß 1µL Reverse Transkriptase gegeben und gründlich 
vermischt. Nun wurde das Gemisch erneut für 70 Minuten erhitzt, zunächst 60 Minuten auf 42°C und 
anschließend, zur Denaturierung des überschüssigen Enzyms, 10 Minuten auf 70°C. Zuletzt wurde das 
Gemisch auf 4°C abgekühlt. Die PCR-Gefäße mit der umgeschriebenen cDNA wurden bis zur 
Weiterverarbeitung bei -80°C aufbewahrt. 
 
2.3.3 Real Time-PCR 
Die Real-Time-PCR (TaqMan™-PCR) ist eine Methode zur qualitativen und semiquantitativen 
Bestimmung der mRNA-Expression durch Detektion der entsprechenden Genexpression. Sie beruht 
auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und ermöglicht zusätzlich die Quantifizierung 
der dabei gewonnenen DNA. Dafür ist es zunächst erforderlich, die isolierte mRNA mittels des 
Enzyms Reverse Transkriptase (RT) in die stabilere komplementäre DNA (cDNA) umzuschreiben. 
Bei der nun folgenden PCR erfolgt die Vervielfältigung der cDNA in 40 aufeinanderfolgenden 
Reaktionszyklen, wovon jeder Zyklus sich in drei Reaktionsschritte gegliedert. Zunächst wird die 
doppelsträngige DNA (dsDNA) durch Erhitzen auf 94°C aufgetrennt. Daran anschließend erfolgt bei 
einer Temperatur von 60°C, der annealing temperature, die Hybridisierung der eingesetzten Primer 
mit der jeweils komplementären DNA-Sequenz. Zuletzt komplettiert die DNA-Polymerase durch 
Einbau der passenden Desoxynukleosid-5’-triphisphate (dNTPs) die Einzelstränge zum 
entsprechenden Doppelstrang. Dieser Vorgang wird als Elongation bezeichnet. Das Prinzip der  
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Abb. 2.1: Das Prinzip der quantitativen Real Time RT-PCR (TaqMan®-PCR) (Asuragen). Bei 
der Polymerisation werden eine Fluoreszenzmarker (R) und eine Quencher an das 5’- bzw.  
3’-Ende der TaqMan®-Probe angehängt. Im nächsten Schritt erfolgt die Verschiebung des Strangs. Ist 
die Probe intakt, wird die Emission des Markers gequenched. Bei jedem nun folgenden 
Verlängerungszyklus, schneidet die DNA-Polymerase den Marker aus der Probe. Ist die 
Polymerisation beendet, sind Quencher und Marker voneinander getrennt. Sobald Marker und 
Quencher getrennt sind, emittiert der Marker sein charakteristisches Fluoreszenzmuster. 
 
Zur praktischen Durchführung einer Real-Ttime-PCR erfolgte zunächst die Herstellung eines 
Mastermix. Für jede Probe ergab sich dabei eine Zusammensetzung von 2µL Primer sense, 2µL 
Primer antisense sowie 4µL Aqua ad injectabile. Im Verlauf wurde dazu noch 10µL SYBR Green I, 
ein interkalierender DNA-Farbstoff und somit der Marker R, gegeben. Der Mastermix erreichte ein 
Gesamtvolumen von insgesamt 18µL. 
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Die Herstellung der gebrauchsfertigen Primerlösung erfolgte, je nach Firma, unterschiedlich: bei 
Primern der Firma Sigma wurden je 10µL Primer mit 90µL Aqua ad injectabile verdünnt. Bei den 
Primern, die von Proligo synthetisiert worden waren, erfolgte die Gabe von je 10µL Primer in 190µL 
Aqua ad injectabile. Anschließend wurden in jedes Well 2µL Probe gegeben. Zum Ausschluss einer 
Kontamination mit DNA oder cDNA wurde pro RT-Ansatz jeweils eine Negativkontrolle (nTC) 
angesetzt, bei der statt der vorher verwendeten cDNA-Probe Aqua ad injectabile verwendet wurde. Da 
vWF ubiquitär von Endothelzellen exprimiert wird, gilt dieser als spezifischer Marker für 
Endothelzellen und wird routinemäßig verwendet, um Gewebe als Endothel zu identifizieren (Zanetta 
et al. 2000). Aus diesem Grund wurde ebenfalls vWF mituntersucht. 
 
Die folgende qualitative und quantitative DNA-Detektion erfolgte mit Hilfe des SYBR® Green I 
Assays sowie des ABI PRISM®-7500-Sequence Detection System. Dafür wurde die Platte im Schritt 1 
zunächst für 2 Minuten auf 50°C erhitzt, um dann im folgenden Schritt 2 15 Minuten lang auf 95°C 
erhitzt zu werden. Nun wurde die Platte 50 Mal je 15 Sekunden auf 95°C erhitzt; dies entspricht den 
PCR-Replikationszyklen der real time-PCR. Zuletzt wurde die Platte für den Zeitraum einer Minute 
auf 60°C gesetzt. 
 
Die verwendeten Primer wurden mit Primer Express Software erstellt. Es wurden folgende in 
genspezifische Sequenzen verwendet, wobei die in Tabelle 2 dargestellten Sequenzen denen der 
humanen Primer entsprechen. 
 
Tabelle 2: Primersequenzen der verwendeten humanen Primer 
Tabelle 2.1: Humane Primersequenzen von GAPDH, β-Actin und vWF 
Primername GenBankTM-
Nummer 
Sequenz der Primer 
hGAPDH NM_002046 
 
S   : F 5'-CACCGTCAAAGGCTGAGAACG-3’ 
AS: R 5'-GCCCCACTTGATTTTGGAGG-3’ 
hβ-Actin NM_001100 
 
S   : F 5’-CCAACCGCGAGAAGATGA-3’ 
AS: R 5’-CCAGAGGCGTACAGGGATAG-3’ 
hvWF NM_000552.3 S   : F 5’-AAGAAACGGGTCACCATCCT-3’ 
AS: R 5’-GGCCTCTTCACATTCACCTC-3’ 
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Tabelle 2.2: Humane Primersequenzen der TRPC-Unterfamilie 
Primername GenBankTM-
Nummer 
Sequenz der Primer 
hTRPC1 NM_003304.4 S   : F 5’-GCCTTCCTCTCCATCCTCTT-3’ 
AS: R 5’-ACAGCATTTCTCCCAAGCAC-3’ 
hTRPC2 NR_002720.1 S   : F 5’-TATCCCCCGATCCCTACTTT-3’ 
AS: R 5’-GGTAGGATCCACGCTCTCC-3’ 
hTRPC3 NM_001130698 
 
S   : F 5’-GCTGGCCAACATAGAGAAGG-3’ 
AS: R 5’-TTTGTGCCTGTGTACCTCCA-3’ 
hTRPC4 NM_016179  
 
S   : F 5’-GGCCATTAAGTACCGTCAAAA-3’ 
AS: R 5’-CACTGCCCAGTGTCTTCTCC-3’ 
hTRPC5 NM_012471.2 S   : F 5’-TGATATTGCCTTGGGTTCTAG-3’ 
AS: R 5’-GGGAGTTCATTGCAAAATCC-3’ 
hTRPC6 NM_004621.5 S   : F 5’-ATTTACTGGTTTGCTCCARGC-3’ 
AS: R 5’-GCAGTCCCAGAAAAATGGTG-3’ 
hTRPC7 NM_020389.1 S   : F 5’-GGGCATGCTGAATTCCAA-3’ 
AS: R 5’-TGGGCTTGCTCAAAGTGTTA-3’ 
S: Sense; AS: Antisense 
 
Tabelle 2.3: Humane Primersequenzen der TRPV-Unterfamilie 
Primername GenBankTM-
Nummer 
Sequenz der Primer 
hTRPV1 NM_080704.3 S   : F 5’-AGTCACGCTGGCAACCAC-3’ 
AS: R 5’-CGGCAGAGACTCTCCATCAC-3’ 
hTRPV2 NM_016113.3 S   : F 5’-CCCCTGCTACTGAGAAGCTC-3’ 
AS: R 5’-AGCTGGAGGGTGAGGTCAT-3’ 
hTRPV3 NM_145068.2 S   : F 5’-GCCATGTGCATCTCTGTGA-3’ 
AS: R 5’-AAAGTGGAACCAGGCATCC-3’ 
hTRPV4 NM_021625.3 S   : F 5’-CAAGAAAGCACCATGGACT-3’ 
AS: R 5’-CCGGTTGAAGACTTTGAGGA-3’ 
hTRPV5 NM_019841.4 S   : F 5’-GATCGACTCCTGGGGAGAG-3’ 
AS: R 5’-TGGGGTCTGTTCCAGAATTT-3’ 
hTRPV6 NM_018646.2 S   : F 5’-GTTCCAGAGACGGGAGTCCT-3’ 
AS: R 5’-GGCAGCTAGAAGGAGAGGAGA-3’ 
S: Sense; AS: Antisense 
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Tabelle 2.4: Humane Primersequenzen der TRM-Unterfamilie 
Primername GenBankTM-
Nummer 
Sequenz der Primer 
hTRPM1 NM_002420.4 S   : F 5’-GGCAAGAAGAAAGGGAAAGTG-3’ 
AS: R 5’-TTGCTCCAAAGCATTCACC-3’ 
hTRPM2 NM_003307.3 S   : F 5’-CACCTGCTGGAAGGTGTAGTT-3’ 
AS: R 5’-GCCTCTACCTGCTCTTCACC-3’ 
hTRPM3 NM_020952 S   : F 5’-CGGACCCTCTACCACAACC-3’ 
AS: R 5’-CTCGCCTCAAGGGAATATCA-3’ 
hTRPM4 NM_017636         
 
S   : F 5’-CGACCTAGTGGCTCTCACCT-3’ 
AS: R 5’-TGAAGTCGATGCAGAGGACA-3’ 
hTRPM5 NM_014555 
 
S   : F 5’-CCACTGGACGAGATTGATGA-3’ 
AS: R 5’-ACCAGCCAGTTGGCATAGAG-3’ 
hTRPM6 NM_017662.4 S   : F 5’-TGGGCAAGTATGGAAATGAAA-3’ 
AS: R 5’-GCACGCCTTGTCTTGAGC-3’ 
hTRPM7 NM_017672.3 S   : F 5’-TCCCGATAGATGGCTTACAGG-3’ 
AS: R 5’-GAGGGTCCTTGGAACTTGGT-3’ 
hTRPM8 NM_024080.4 S   : F 5’-CACAGACCAGCATTTCATTCG-3’ 
AS: R 5’-CGGGAAATCTCTCCATACCA3’ 
S: Sense; AS: Antisense 
 
Tabelle 2.5: Humane Primersequenzen der verbliebenen TRP-Kanäle 
Primername GenBankTM-
Nummer 
Sequenz der Primer 
hTRPML1 NM_020533.1 S   : F 5’-GCTGCAAGTGGTCAAGATCC-3’ 
AS: R 5’-AAGGCGATGGTGTTCTCTTC-3’ 
hTRPML2 NM_153259.2 S   : F 5’-TGCTGGTATGATTTATCTGGG-3’ 
AS: R 5’-CACTCAGCAACTGTGTTCAGA3’ 
hTRPML3 NM_018298.9 S   : F 5’-TTTGACATCGATCCAGAAAT-3’ 
AS: R 5’-GGTGTCCCAATGTGAAAAGG-3’ 
hTRPA1 NM_007332.2 S   : F 5’-CAAAATGTGCCTGGACAATG-3’ 
AS: R 5’-TGACATCCATCGGTTGTGTT-3’ 
hTRPP1 NM_000297.2 S   : F 5’-CTGGGGAACAAGACTCATGG-3’ 
AS: R 5’-ACGGGGGTGTCTAGGAAGAG-3’ 
hPKD2like1 NM_016112.2 S   : F 5’-AGAAGAACAACTCCCCTTTGG-3’ 
AS: R 5’-TCCGCTGTAGCTTGTGAGC-3’ 
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hPKD2like2 NM_014386.2 S   : F 5'GGCTAGAATTGCTACTTTTGC-3' 
AS: R 5'-TCAACAGCTGTCCAAGTAAGA-3' 
S: Sense; AS: Antisense 
 
 
2.3.4 Reduktion des Kontaminationsrisikos der RT-PCR 
Da die PCR in der Lage ist, auch geringe Mengen an DNA bzw. RNA zu amplifizieren, ist sie für 
Kontaminationen anfällig. Besonders problematisch ist die Kontamination der PCR-Produkte durch 
vorausgegangene PCR-Reaktionen. Ein weiteres Problem stellt die Empfindlichkeit der mRNA dar, 
welche durch ubiquitär vorkommende Nukleasen der ständigen Gefahr der Degradierung unterworfen 
ist. Das Risiko besteht insbesondere während der Prozessierung der mRNA, d.h. Probeentnahme, 
Lagerung und Extraktion, und muss durch entsprechende Maßnahmen minimiert werden. Dies erfolgte 
bei dieser Arbeit durch das Tragen von Handschuhen, Stabilisierung der mRNA durch zügiges 
Umschreiben in die stabilere cDNA sowie Dekontaminierungsmaßnahmen im Labor. Zudem erfolgte 
die Vorbereitung der RT-PCR, d.h. das Pipettieren des Master Mix und der PCR-Platte, an einem 
separaten Arbeitsplatz, der nur für solche Zwecke verwendet wurde. Alle in diesen Arbeitsbereich 
gebrachten Materialien wurden zur Zerstörung eventuell vorhandener Nukleinsäuren mit einer 
70%igen Alkohollösung äußerlich abgewischt. Auch wurde die Arbeitsplatte vor jeder neuen RT-PCR 
mit Alkohollösung gereinigt. Die Dekontamination sämtlich verwendeter Arbeitsflächen und Geräte 
erfolgte in regelmäßigen Abständen. Zum Pipettieren wurden nukleinsäurefreie gestopfte Pipetten 
verwendet. Alle Gefäße mit Reagenzien und Proben wurden vor der Verwendung abzentrifugiert. 
Zudem erfolgte die Analyse der Amplifikate an einem getrennten Arbeitsplatz. 
 
2.3.5 Auswertung der Real Time-PCR 
Es stehen mehrere Möglichkeiten zur Quantifizierung der PCR-Produkte zur Verfügung. Eine davon 
ist die Verwendung interkalierender DNA-Farbstoffe, zu denen auch SYBR Green I gehört. Wenn 
SYBR Green I an die kleine Furche doppelsträngige DNA bindet, erhöht sich die Intensität der 
Fluoreszenzemission. Die Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffes mit der cDNA während der 
Elongation ermöglicht die qualitative und semiquantitative Bestimmung der mRNA-Expression. Nach 
Anregung durch energiereiches UV-Licht emittiert der Farbstoff grünes Licht. Hierbei nimmt die 
Fluoreszenz des interkalierenden Farbstoffes proportional zu der Menge der PCR-Produkte zu. Durch 
Wiederholung des Reaktionszyklus entsteht eine exponentielle Amplifikation des DNA-Fragments, 
wodurch am Ende eines Laufs anhand der erhaltenen Fluoreszenzsignale die Quantifizierung in der 
exponentiellen Phase der PCR vorgenommen werden kann. Nur in der exponentiellen Phase der PCR, 
deren Dauer wenige Zyklen eines Laufs beträgt, ist die korrekte Quantifizierung möglich, da während 
dieser Phase die optimalen Reaktionsbedingungen herrschen. Der Nachweis der Amplikonbildung 
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erfolgt hierbei in jedem PCR-Zyklus und somit in Echtzeit („real time“). Die Menge dieses 
Amplifikation wird durch den Verbrauch der Substrate (dNTPs, Oligonukleotiden sowie Taq-
Polymerase) limitiert. Ein Nachteil bei der Verwendung von SYBR Green I ist, dass der 
Fluoreszenzfarbstoff an jegliche doppelsträngige DNA bindet und nicht spezifisch für die 
Primerprodukte ist. 
 
Mittels der ABI PRISM®-7500-System-SDS-Software wurde der Schwellen-Ct-Wert (cycle of 
threshold = Schwellenzyklus) für jede Reaktion ermittelt. Die vergleichende ΔΔCt-Methode 
ermöglichte eine semiquantitative Auswertung der Ergebnisse. Der Schwellen-Ct-Wert stellt den 
Anfangspunkt der exponentiellen Phase der sequenzspezifischen PCR-Reaktion dar, an dem die 
Fluoreszenz erstmalig signifikant über die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Für jede Probe wurde 
zudem die Expression der Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase als sogenanntes housekeeping-
Gen bestimmt. Die Expression der GAPDH erwies sich als unabhängig von der Wirkung der 
eingesetzten pro-angiogenetischen bzw. vasoaktiven Faktoren. Daher eignet sich GAPDH als interner 
Standard für die semiquantitative Erfassung der Expression des zu untersuchenden Gens. Demnach 
wurde zur relativen Quantifizierung der entsprechenden Genexpression die Differenz zwischen dem 
Ct-Wert eines beliebigen Gens und dem Ct-Wert der GAPDH derselben Probe berechnet: 
CtGen - CtGAPDH = ΔCt 
Zur Feststellung der veränderten Genexpression unter Stimulation mit Wachstumsfaktoren bzw. 
vasoaktiven Substanzen wurden im Vergleich zu nicht stimulierten Kontrollen die entsprechenden 
ΔΔCt-Werte nach folgender Formel berechnet: 
ΔCtStimulation/Inhibition - ΔCtKontrolle = ΔΔCt 
 
2.3.6 Linearitätsanalysen 
Zur Durchführung der Linearitätsanalyse wurde die cDNA wie folgt verdünnt: zunächst wurde aus 
einem PCR-Tube mit 20µL cDNA 1µL abpipettiert und mit 9µL Aqua ad injectabile verdünnt. So 
entstand die 1:10 Verdünnung. Für den nächsten Verdünnungsschritt wurde aus der 1:10 Verdünnung 
1µL entnommen und erneut mit 9µL Aqua ad injectabile gründlich vermischt, woraus die 1:100 
Verdünnung entstand. Für den letzten Verdünnungsschritt, die 1:1000 Verdünnung, erfolgt die 
Entnahme von 1µL der 1:100 Verdünnung, welcher zu 9µL Aqua ad injectabile pipettiert wurde. 
Anschließend wurde von den verdünnten Proben ein Ansatz der RT-PCR mit Negativkontrolle von 
jedem Primer durchgeführt, um zu zeigen, dass die Primerlösungen nicht verunreinigt waren. 
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2.3.7 Gelelektrophorese 
Um die Fragmente der cDNA aufzutrennen und sichtbar zu machen sowie als definitive Kontrolle, 
dass keine Kontamination erfolgt war, wurde im Anschluss an die qualitative und semiquantitative 
RT-PCR eine Gelelektrophorese durchgeführt. Dazu wurde ein 2%iges Agarosegel wie folgt 
hergestellt: Zunächst wurden 1,2g Agarose in 60mL des Elektrophoresepuffers mittels Aufkochen von 
etwa 2 Minuten und vorsichtigem Schwenkens aufgelöst. Der für die Elektrophorese verwendete 
Puffer war der TAE-Puffer, bestehend aus 0,2M Triethanolamin, 1mM Magnesiumsulfat MgSO4, 
1mM EDTA, 0,01% Azide bei einem pH von 7,4. Nachdem die Agaroselösung leicht abgekühlt war, 
wurden 4µL Ethidiumbromid hinzupipettiert und vermischt. Anschließend wurde die Gellösung in die 
dafür vorbereitete Gießform des Flachbettgels gefüllt. Nach Erstarren des Gels konnten die Kämme 
entfernt werden und die Elektrophoresekammer mit dem Elektrophoresepuffer so gefüllt werden, dass 
der Flüssigkeitsspiegel wenig oberhalb des Gels lag. 
Nun erfolgte das Vorbereiten der RT-PCR-Proben. Dazu wurden zu den 20µL in jedes Well der 
TaqMan
TM
-Platte 5µL Gel-Loading-Buffer pipettiert und gründlich vermischt. Von dieser Lösung 
wurden 10µL in die Taschen des Gels gegeben. Zur Größenbestimmung der Fragmente wurden 5µL 
einer Standard-DNA-Leiter in eine Tasche eingefüllt. Auch hier gab es eine Negativkontrolle, bei der 
anstatt einer TaqMan
TM
-Probe Wasser mit dem Gel-Loading-Buffer versetzt wurde. Nach beendeter 
Elektrophorese wurden die Gele auf einen UV-Transluminator gelegt. Da Ethidiumbromid bei einer 
Wellenlänge von 302nm fluoresziert, konnten die DNA-Fragmente, mit denen Ethidiumbromid 
interkaliert war, so sichtbar gemacht werden. 
 
 
2.4 Stimulationsuntersuchungen in vitro 
 
Um zum einen das Zellwachstum zu stagnieren, aber auch um das Überleben der Zellen zu 
ermöglichen, wurden die HMEC-1 zunächst für 24h auf ein Mangelmedium gesetzt. Dafür wurde das 
Standardmedium durch eines ersetzt, welches anstatt der 10% FCS lediglich 200µL FCS auf 500mL 
Medium enthielt. Die weitere Zusammensetzung des Mediums entsprach der des oben erwähnten 
Standardmediums. Zu den zu stimulierenden Petrischalen mit HMEC-1 wurden je entsprechende 
Mengen an der entsprechenden vasoaktiven (Histamin, Bradykinin und Endothelin-1) bzw.  
pro-angiogenetischen (Erythropoetin und VEGF121) Faktoren gegeben. Dabei wurden die Lösungen 
wie folgt mit den entsprechenden Endkonzentrationen hergestellt: VEGF mit 50 ng/ml (Gerber et al. 
1998), Erythropoetin mit 200IE, Histamin 10µM (Tan et al. 2007), Bradykinin mit 0,1µM (Yong et al. 
2003) und Endothelin-1 mit 0,1 µM. 
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Zur Kontrolle der Wirkung dieser Faktoren wurde zusätzlich noch zu jeder Petrischale mit stimulierten 
Zellen eine Negativkontrolle gemacht. Bei dieser erfolgt lediglich der Wechsel des Standardmediums 
auf das Mangelmedium. Nachdem die HMEC-1 für 4 Stunden mit den entsprechenden vasoaktiven 
bzw. pro-angiogenetischen Faktoren stimuliert worden waren, erfolgte die Extraktion der cDNA 
sowohl der stimulierten Zellen als auch der Negativkontrolle. In den folgenden Abbildungen 2.2 bis 









Abb. 2.3: Die Strukturformel von Histamin  
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Abb. 2.4: Die Strukturformel von Endothelin-1 
 
 
Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Struktur von humanem VEGF 
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Abb. 2.6: Schematischer Aufbau von Erythropoetin 
 
 
2.5 Statistische Analyse 
 
Alle Daten werden als Mittelwert +/- Standardabweichung (SD) aus mindestens 4 unabhängigen 
Versuchen dargestellt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardfehler (SE) angegeben. Die 
mittleren ΔCt-Werte der verschiedenen Experimentgruppen wurden mit den gepaarten t-Tests 







3.1 Untersuchung zur Expression von TRP-Kanälen in HMEC-1 
 
Das erste Ziel dieser Arbeit bestand in der systematischen Untersuchung aller Mitglieder der humanen 
TRP-Familie in mikrovaskulären Endothelzellen des Menschen (human dermal microvascular 
endothelial cells, HMEC-1). Dazu wurde die basale Expression der TRP-Transkripte in nicht 
stimulierten HMEC-1 sowohl qualitativ als auch semi-quantitativ mittels der Methode der real time 
RT-PCR erfasst. Die dabei verwendeten genspezifischen Primersequenzen wurden mittels der Primer 
Express Software erstellt. Dabei entsprachen die humanen TRP-Sequenzen den in GenBank® 
publizierten Daten. Die daraus folgenden Ergebnisse werden in den Unterkapiteln 3.1.1 bis 3.1.4 
darstellt. Es ist unwahrscheinlich, dass die PCR-Produkte von Verunreinigungen mit genomischer 
DNA stammen, da bekannt ist, dass es bei forward und reverse Primern, die auf unterschiedlichen 
Exons liegen, nicht zu Verunreinigung mit genomischer DNA kommen kann. Grund hierfür ist, dass 
die PCR-Amplifikation genomischer DNA zu größeren Produkten führen würde (4-19kb). Liegen 
beide Primer auf demselben Exon, erkennt man die Verunreinigung mit genomischer DNA nicht (Yip 
et al. 2004). 
 
Für jede Probe wurde, neben der Untersuchung der TRP-Kanäle, zudem die Expression der humanen 
Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (GAPDH) als sogenanntes house-keeping-Gen bestimmt. 
Die Expression der GAPDH erweist sich als unabhängig von der Wirkung pro-angiogenetischer bzw. 
vasoaktiver Faktoren. Daher eignete sich GAPDH als interner Standard für die semi-quantitative 
Erfassung der Expression des zu untersuchenden Gens. Als spezifischer Marker für Endothelzellen 
wurde der von-Willebrand-Faktor (vWF) verwendet. Da dieser ubiquitär von Endothelzellen 
exprimiert wird, wird vWF routinemäßig verwendet, um Gewebe als Endothel zu identifizieren. 
 
Um eine ausreichend große Stichprobe für eine statistisch signifikante Aussage zu haben, wurde jeder 
Versuch drei Mal wiederholt. Die in den Versuchen gewonnenen Mittelwerte RT-PCR Zyklen der 
entsprechender humanen TRP-Kanäle werden in den folgenden Graphiken gegen hGAPDH 
normalisiert dargestellt. Zur besseren Darstellung wurden die normalisierten Werte logarithmiert: 
 
log 1/2





Zudem werden die zugehörigen Gelelektrophoresen der durchgeführten TaqMan®-PCR incl.  
non-template control (ntc) gezeigt. 
 
3.1.1 Expression der mRNA von hTRPC in HMEC-1 
Von den sieben Mitgliedern der hTRPC-Familie konnte mittels RT-PCR nachgewiesen werden, dass 
in humanen mikrovaskulären Endothelzellen (HMEC-1) die folgenden fünf TRPC-Transkripte 
exprimiert werden: hTRPC1, hTRPC3, hTRPC4, hTRPC6 sowie hTRPC7. Dabei amplifizierte die 
RT-PCR die erwarteten Produkte von 207bp für hTRPC1, 174bp für hTRPC3, 112bp für hTRPC4, 
103bp für hTRPC6 sowie 95bp für hTRPC7 aus der aus HMEC-1 isolierten mRNA  
(Abbildungen 3.1 a-b). Die Expression von TRPC1, TRPC4 und TRPC6 erwies sich als besonders 
hoch. Hingegen konnte die Expression von TRPC2 nicht nachgewiesen werden. Grund hierfür ist, dass 
TRPC2 im humanen Genom ein Pseudogen kodiert und lediglich in einer sehr begrenzten Zahl von 
Geweben nachgewiesen werden konnte. Ein Pseudogen stellt einen DNA-Abschnitt dar, der zwar wie 
ein Gen aufgebaut ist, jedoch kein funktionelles Protein kodiert. Ebenfalls konnte keine Expression 
des 117bp großen Transkripts von hTRPC5 in humanen Endothelzellen vom Typ HMEC-1 gezeigt 
werden. In Abbildung 3.1a-b werden die Expression der in HMEC-1 festgestellte TRPC-Kanäle  
(n= 3) sowie die entsprechenden Gele dargestellt. 
 
Des Weiteren wird die Expression des endothelsepzifischen Proteins von-Willebrand-Faktor vWF 
gezeigt, womit nachgewiesen werden konnte, dass die sich in Kultur befindlichen HMEC-1 weiterhin 































Abb. 3.1a: Expressionshöhe der mRNA von hGAPDH, hvWF und hTRPC in HMEC-1 (ermittelt 
durch die semi-quantitative Real-time RT-PCR, n = 3). hGAPDH diente als house-keeping gene. 
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Abb. 3.1b: Agarose-Gelelektrophorese von hGAPDH und hTRPC in HMEC-1 (ermittelt durch 
die semi-quantitative Real-time RT-PCR). A: Die PCR-Produkte der RT-PCR (10µL/Reihe) von 
hTRPC1, hTRPC2, hTRPC3, hTRPC4, hTRPC5, hTRPC6 und hTRPC7 wurden mittels  
Agarose-Gelelektrophorese und Markierung mit Ethidiumbromid visualisiert. Leiter mit 100bp. B: ntc 
der PCR-Produkte aus der entsprechenden RT-PCR. 
 
3.1.2 Expression der mRNA von hTRPV in HMEC-1 
Bei der Untersuchung der Expression von Transkripten der hTRPV-Familie konnte die Expression von 
hTRPV1 mit 102bp, hTRPV2 mit 188bp und hTRPV4 mit 157bp in HMEC-1 (n = 3) gezeigt werden 
(Abbildung 3.2a-b). Zusätzlich werden in dieser Abbildung auch die gelelektrophoretischen Bilder 
dargestellt. Bei der Expression von hTRPV4 zeigten sich zudem teils mehrere Banden 
gelelektrophoretisch. Hierbei ist von Splice-Varianten auszugehen, die bei TRPV4 regelhaft 
beschrieben worden sind. Aufgrund der sehr geringen Expression der RT-PCR ist das Vorkommen der 
91bp für hTRPV5 unwahrscheinlich. Bei dem Versuch mittels real-time-RT-PCR die erwarteten PCR-
Produkte von 93 bp für hTRPV3 und von 95bp für hTRPV6 nachzuweisen, zeigten sich 
widersprüchliche Ergebnisse. Dies bedeutet, dass in der Gelelektrophorese zusätzliche unspezifische 


































Abb. 3.2a: Expressionshöhe der mRNA von hTRPV in HMEC-1 (ermittelt durch die  
semi-quantitative Real-time RT-PCR, n = 3). hGAPDH diente als house-keeping gene. Darstellung 
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Abb. 3.2b: Agarose-Gelelektrophorese von hTRPV in HMEC-1 (ermittelt durch die  
semi-quantitative Real-time RT-PCR). A: Die PCR-Produkte der RT-PCR (10µL/Reihe) von 
hTRPV1, hTRPV2, hTRPV3, hTRPV4, hTRPV5 und hTRPV6 wurden mittels  
Agarose-Gelelektrophorese und Markierung mit Ethidiumbromid visualisiert. Leiter mit 100bp bzw. 
mit 50bp. B: ntc der PCR-Produkte aus der entsprechenden RT-PCR. 
 
3.1.3 Expression der mRNA von hTRPM in HMEC-1 
Von den acht Mitgliedern der hTRPM-Familie konnte, mittels RT-PCR, die Expression folgender 
Produkte nachgewiesen werden: 98bp für hTRPM4, 101bp für hTRPM5, 93bp für hTRPM6, 156bp 
für hTRPM7 sowie 75bp für hTRPM8 (n = 3). Die letzteren drei Transkripte, d.h. hTRPM6, hTRPM7 
und hTRPM8, wurden verglichen mit den Daten der übrigen Transkripte deutlich stärker exprimiert. 
Diese Daten und die entsprechenden Gele für die PCR-Produkte werden in Abbildung 3. 3a-b 
dargestellt. 
 
Die Daten der zu erwarteten RT-PCR Produkte von 93bp für hTRPM1, von 78bp für hTRPM2 sowie 
von 89bp für hTRPM3 zeigten teilweise, trotz hoher Expression insbesondere von hTRPM2, 
unspezifische Banden in der nachfolgenden Ethidiumbromid-markierten Gel-Elektrophorese. 
50 
Ergebnisse 
































Abb. 3.3a: Expressionshöhe der mRNA von hTRPM in HMEC-1 (ermittelt durch die  
semi-quantitative Real-time RT-PCR, n = 3). hGAPDH diente als house-keeping gene. Darstellung 
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Abb. 3.3b: Agarose-Gelelektrophorese von hTRPM in HMEC-1 (ermittelt durch die  
semi-quantitative Real-time RT-PCR). A: Die PCR-Produkte der RT-PCR (10µL/Reihe) von 
hTRPM1, hTRPM2, hTRPM3, hTRPM4, hTRPM5, hTRPM6, hTRPM7 und hTRPM8 wurden mittels  
Agarose-Gelelektrophorese und Markierung mit Ethidiumbromid visualisiert. Leiter mit 50bp. B: ntc 
der PCR-Produkte aus der entsprechenden RT-PCR. 
 
3.1.4 Expression von hTRPML, hTRPA1, hTPP1, hPKD2like in HMEC-1 
Die letzten Mitglieder der humanen hTRP-Familie zeigten unterschiedliche Daten bezüglich ihrer 
Expression in HMEC-1. Dabei konnte die Expression von hTRPA1 mit 162bp und hTRPML2 mit 
96bp in HMEC-1 nachgewiesen werden, wenn auch lediglich sehr schwach. Bei dem 102bp großen 
hTRPML1 und dem 75bp großen TRPML3 zeigte sich zwar eine starke Expression. Bei der 
nachfolgenden Gelelektrophorese waren jedoch teils unspezifische Banden detektierbar. Des Weiteren 
konnte eine starke Expression von hTRPP1 mit 186bp in HMEC-1 gezeigt werden. Das qualitative 
Vorkommen von hPKD2like1 mit 109bp konnte zwar in HMEC-1 nachgewiesen werden, zeigte aber 
eine schwache Expression. Aufgrund der nur sehr geringen Expression des RT-PCR-Produktes von 
hPKD2like2 mit 96bp ist das Vorhandensein dieses humanen TRP-Kanals in HMEC-1 eher 
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unwahrscheinlich. In Abbildung 3.4a-b werden die Ergebnisse für TRPA1, TRPML1, ML2, ML3, 




























 hTRPML, hTRPA1, hTRPP1, hPKD2l1, hPKD2l2
 
Abb. 3.4a: Expressionshöhe der mRNA von hTRPML, hTRPA und hTRPP in HMEC-1 
(ermittelt durch die semi-quantitative Real-time RT-PCR, n = 3). hGAPDH diente als  
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 50pb   ML1   ML3  100bp  ML2    50bp     P1    100bp PKD2l1 PKD2l2  50bp  A1 
Abb. 3.4b: Agarose-Gelelektrophorese von hTRPML, hTRPA und hTRPP in HMEC-1 (ermittelt 
durch die semi-quantitative Real-time RT-PCR). A: Die PCR-Produkte der RT-PCR (10µL/Reihe) 
von hTRPML1, hTRPML2, hTRPML3, hTRPA1, hTRPP1 und hPKD2like1 und hPKDlike2 wurden 
mittels Agarose-Gelelektrophorese und Markierung mit Ethidiumbromid visualisiert. Leiter mit 100bp 





Um die Linearität der real time RT-PCR zu untersuchen, wurden die ΔCt-Werte der Zielgene gegen 
die Verdünnung der cDNA aufgetragen. Wenn die Steigung der Geraden nahe Null (0) liegt, sind die 
Effizienten des house-keeping-Gens hGAPDH und des Zielgens gleich. Dann ist es möglich, die 
ΔΔCt-Methode zur Auswertung anzuwenden. Bei der Durchführung der Linearitätsanalyse wurde die 
cDNA in verschiedenen Konzentrationen verdünnt: 1:1, 1:10, 1:100 sowie 1:1000. Anschließend 
erfolgte eine RT-PCR. 
 
In den nachfolgenden Tabellen 3.1.1 bis 3.1.4 sind der angepasste R-Wert und die Steigung angezeigt. 
Der R-Wert steht für die Güte der non-linearen Regressionsanalyse und sollte gegen eins (1) gehen. 
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Die Steigung der Geraden sollte nahe Null (0) liegen. Die abgebildeten Steigungen erfüllen diese 
Voraussetzung, so dass die Durchführung der ΔΔCt-Methode zur Auswertung ermöglicht wird. Wenn 
lediglich bei dem unverdünnten Wert der cDNA die Expression eines TRP-Kanals gemessen werden 
konnte, war es nicht möglich, eine Regression durchzuführen. Das heißt der R-Wert ist automatisch 0, 
ebenso wie die Steigung. 
 
Tabelle 3.1: Regression und Steigung der hTRP-Kanäle 
Tabelle 3.1.1: Regression und Steigung von hGAPDH, hβ-Aktin, hvWF und hTRPC 
Zielgen Angepasster R-Wert Steigung 
GAPDH 0,94521 0,43535 
β-Aktin 0,98554 0,17111 
vWF 0,99066 0,08743 
TRPC1 0,95143 0,20506 
TRPC2 0,95814 0,27009 
TRPC3 0,93892 0,55387 
TRPC4 0,9965 0,05472 
TRPC5 0,98579 0,09004 
TRPC6 0,98503 0,16563 
TRPC7 0 0 
 
Tabelle 3.1.2: Regression und Steigung von hTRPV 
Zielgen Angepasster R-Wert Steigung 
TRPV1 0,98108 0,05171 
TRPV2 0,97498 0,19419 
TRPV3 0,96463 0,08788 
TRPV4 0 0 
TRPV5 0 0 







Tabelle 3.1.3: Regression und Steigung von hTRPM 
Zielgen Angepasster R-Wert Steigung 
TRPM1 0,97911 0,35043 
TRPM2 0,97217 0,3742 
TRPM3 0,98301 0,12098 
TRPM4 0,97324 0,23089 
TRPM5 0 0 
TRPM6 0,98351 0,08957 
TRPM7 0,99773 0,02977 
TRPM8 1 1,66667E-5 
 
Tabelle 3.1.4: Regression und Steigung von hTRPA1, hTRPML und hTRPP 
Zielgen Angepasster R-Wert Steigung 
TRPA1 0,99842 0,00707 
TRPML1 0,99721 0,04847 
TRPML2 0 0 
TRPML3 0,97069 0,38313 
TRPP1 0,95093 0,55799 
PKD2like1 0,97239 0,3808 
PKD2lik2 0,94565 0,78482 
 
In der folgenden Abbildung 3.5 sind graphisch die Ergebnisse der mittels non-linearer Regression 
gewonnen Daten der Steigung aus den Linearitätsanalysen aller 28 humanen Mitglieder der  
TRP-Familie dargestellt. Sind weniger als vier Punkte, entsprechend den vier Konzentrationen der 
cDNA, in den Abbildungen zu sehen, war die Menge der mRNA dieser Kanäle in HMEC-1 so gering, 
dass die Taqman® Software keine Daten liefern konnte. Dies zeigt sich auch an dem Fehlen 
verdünnter Werte. Aufgrund des geringen Vorkommens von TRPC7 und TRPM5 in HMEC-1, wie 
auch die Daten der mRNA-Expression bereits ergeben haben, lieferte bei diesen TRP-Kanälen 












E TRPML, TRPA, TRPP 
Abb. 3.5: Linearitätsanalyse von GAPDH, β-Aktin, vWF und TRP-Kanälen in HMEC-1. 
Darstellung der Steigung der Geraden der Effizienzen des house-keeping-Gen hGAPDH und der 
entsprechenden Zielgene mittels non-linearer Regression. Dies ermöglicht die Durchführung der 
ΔΔCt-Methode zur Auswertung der Daten. A: GAPDH, β-Aktin, vWF. B TRPC1, 2, 4, 6, 7.  
C: TRPV2, 3, 4. D: TRPM2, 3, 5, 7, 8. E: TRPML3, TRPP1. Verdünnungsreihen der cDNA von 1:1, 




3.3 Veränderungen der mRNA-Expression von TRP-Kanälen in 
stimulierten HMEC-1 
 
Um die weitreichenden physiologischen Funktionen von TRP-Kanälen zu verstehen, ist es 
erforderlich, die allgemeinen Aspekte ihrer Regulation und Modulation zu verstehen. Mittels 
semi-quantitativer real time-RT-PCR wurde untersucht, ob sich nach Stimulation der HMEC-1 mit 
verschiedenen Faktoren eine veränderte Expression der TRP-Produkte aufzeigen ließ. Dazu wurden 
als pro-angiogenetische Faktoren der Vaskuläre Endotheliale Wachstumsfaktor (vascular endothelial 
growth factor, VEGF) und Erythropoetin verwendet. Zur Stimulation der HMEC-1 mit vasoaktiven 
Substanzen dienten Histamin, Endothelin-1 und Bradykinin. Die Zellen wurden, nachdem sie  
24 Stunden auf Mangelmedium gewachsen waren, für eine Dauer von 4 Stunden jeweils mit den 
entsprechenden Faktoren stimuliert. Grund des Umsetzens der HMEC-1 auf Mangelmedium war es, 
den Wachstumsreiz von FCS (fetal calf serum) im Wachstumsmedium auf die Endothelzellen zu 
reduzieren. Im Folgenden werden die Ergebnisse mit den verschiedenen Substanzen dargestellt. Die in 
den Versuchen gewonnenen ∆Ct-Werte werden in den folgenden Graphiken dargestellt. Zudem 
werden die zugehörigen ∆∆Ct-Werte und die entsprechenden RT-Gelelektrophoresen gezeigt. 
 
 
3.3.1 Stimulation der HMEC-1 mit vasoaktiven Faktoren 
Vasoaktive Substanzen, zu denen sowohl relaxierende, wie Bradykinin und Acetylcholin, als auch 
konstringierende, wie Endothelin-1 und Angiotensin II gehören, werden aus Zellen des Gefäßsystems 
freigesetzt oder zirkulieren im Blut. Sie binden an ihre Rezeptoren, meist GPCRs oder  
Rezeptor-Tyrosinkinasen, und beschleunigen dadurch die Erhöhung der [Ca
2+
]i. Durch Erhöhung der 
[Ca
2+
]i wiederum werden die Endothelzellen zu unterschiedlichen Prozessen stimuliert, u.a. dazu eine 
Vielzahl von vasoaktiven Substanzen zu generieren. Da viele TRP-Kanäle für Ca
2+
 permeabel sind 
und dadurch zu oben genannt Erhöhung der [Ca
2+
]i beitragen, wurde untersucht, ob und inwieweit ein 
Einfluss bestimmter vasoaktiver Faktoren auf die Höhe der Expression von TRP-Kanälen besteht. 
 
In den folgenden Abbildungen 3.6 bis 3.10 werden jeweils Balkendiagramm mit entsprechender 
Grafik für die ∆∆Ct-Werte sowie das entsprechende gelelektrophoretische Bild dargestellt. Es werden 
nur die Daten der 28 Mitglieder der humanen TRP-Familie dargestellt, deren Expression in HMEC-1 
in dieser Arbeit, wie oben bereits erläutert, gezeigt werden konnte. 
 
Bradykinin 
Die Wirkung von Bradykinin erfolgt über GPCRs. Obwohl die basale Freisetzung von NO ein von 
Ca
2+
 unabhängiger Prozess ist, stimuliert die Erhöhung der [Ca
2+
]i die eNOS, wodurch es zu einer 
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stärkeren Produktion und Freisetzung von NO aus Endothelzellen kommt. Durch Aktivierung von 
Kinin-Rezeptoren, insbesondere dem Bradykinin-2-Rezeptor, kommt es zu einer, durch Bradykinin 
vermittelten, Vasodilatation durch Stimulierung der Freisetzung von NO, PGI2 sowie EDHF aus dem 
Endothel. Daher wurde die Wirkung einer Stimulation von HMEC-1 mit Bradykinin auf die 
Expression der TRP-Kanäle untersucht (Abbildung 3.6a-c). Zur Datenerhebung erfolgten sieben 
Versuche mit HMEC-1, welche mit Bradykinin stimuliert worden waren, sowie fünf Kontrollversuche. 

































      Brady/K       Brady/K        Brady/K         Brady/K       Brady/K 
     
  C1 (207bp)       C3 (174bp)     C4 (112bp)     C6 (103bp)       C7 (95bp) 
Abb. 3.6a: vWF, TRPC1/3/4/6/7 nach Stimulation mit Bradykinin (Brady). Dabei wurden die 
HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 0,1µM Bradykinin stimuliert. Die HMEC-1 wurde zuvor 24h auf 
ein Mangelmedium gesetzt. Es zeigten sich keine signifikanten Ergebnissen (p<0,05). Darstellung der 
∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der ∆∆Ct-Werte sowie der entsprechenden 





































       Brady/K       Brady/K        Brady/K         Brady/K       Brady/K 
     
        M4        M6 (93bp)    M7 (156bp)     M8 (75bp)        ML2 (96b) 
Abb. 3.6b: TRPM4/5/6/7/8, TRPML2 nach Stimulation mit Bradykinin (Brady). Dabei wurden 
die HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 0,1µM Bradykinin stimuliert. Die HMEC-1 wurde zuvor 24h 
auf ein Mangelmedium gesetzt. Es zeigten sich signifikante Ergebnisse * (p < 0,05) für TRPM4, 
TRPM5 sowie TRPM8. Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der ∆∆Ct-Werte 

































    Brady/K       Brady/K       Brady/K        Brady/K 
    
   V1 (102bp)      V2 (188bp)      P1 (186bp)    PKD2l1 (109bp) 
Abb. 3.6c: Expression von TRPV1/2/4, TRPP1, PKD2like1 nach Stimulation mit Bradykinin 
(Brady). Dabei wurden die HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 0,1µM Bradykinin stimuliert. Die 
HMEC-1 wurde zuvor 24h auf ein Mangelmedium gesetzt. Es zeigten sich keine signifikanten 
Ergebnisse * (p < 0,05). Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der ∆∆Ct-Werte 
sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. Kontrolle. 
 
Histamin 
Eine weitere der vasoaktiven Substanzen, deren Einfluss auf die Expression der TRP-Kanäle 
untersucht wurde, stellt Histamin dar (Abbildung 3.7a-c). Dieses Amin bindet über GPCRs an vier 
verschiedene H-Rezeptoren. Nach intravenöser Injektion von Histamin kommt es, insbesondere über 
Freisetzung von endothelialen NO, zu einer Vasodilatation über H1-Rezeptoren. Dies führt zur 
Senkung des diastolischen Blutdruckes. Demzufolge hängt die histaminerge Wirkung von der 
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Intaktheit des Endothels ab. Daher erfolgte die Überlegung, ob und wie sich die Expression der  
TRP-Kanäle verhielt, nachdem HMEC-1 mit Histamin stimuliert wurden. Zum Erhalt der Daten 
erfolgten sechs Versuche mit HMEC-1, die mit Histamin stimuliert wurden, sowie sechs 
































           His/K  His/K     His/K       His/K       His/K 
     
      C1 (207bp)     C3 (174bp)  C4 (112bp)    C6 (103bp)      C7 (95bp) 
Abb. 3.7a: vWF, TRPC1/3/4/6/7 nach Stimulation mit Histamin (His). Dabei wurden die HMEC-1 
insgesamt vier Stunden mit 10µM Histamin stimuliert. Die HMEC-1 wurde zuvor 24h auf ein 
Mangelmedium gesetzt (n=6). Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der  
∆∆Ct-Werte sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. Kontrolle. Es zeigten sich 


































       His/K      His/K    His/K His/K  His/K  His/K 
      
        M4     M5         M6 (93bp)     M7 (156bp) M8 (75bp) ML2 (96b) 
Abb. 3.7b: TRPM4/5/6/7/8, TRPML2 nach Stimulation mit Histamin (His). Dabei wurden die 
HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 10µM Histamin stimuliert. Die HMEC-1 wurde zuvor 24h auf 
ein Mangelmedium gesetzt (n=6). Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der 
∆∆Ct-Werte sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. Kontrolle. Es zeigten sich 

































         His/K          His/K          His/K           His/K          His/K 
     
    V1 (102bp)     V2 (188bp)     A1 (162bp)     P1 (186bp)    PKD2l1 (109bp) 
Abb. 3.7c: TRPV1/2/4, TRPA1, TRPP1, PKD2like1 nach Stimulation mit Histamin (His). Dabei 
wurden die HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 10µM Histamin stimuliert. Die HMEC-1 wurde 
zuvor 24h auf ein Mangelmedium gesetzt (n=6). Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten  
TRP-Kanäle, der ∆∆Ct-Werte sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. 
Kontrolle. Es zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse * (p < 0,05).  
 
Endothelin-1 
Endothelin ist ein Peptidhormon aus 21 Aminosäuren, von dem drei Isoformen bekannt sind. 
Endothelin-1 (ET-1) ist der potenteste bekannte Vasokonstriktor und wird insbesondere von 
Endothelzellen produziert und freigesetzt. Dort bindet er insbesondere an endotheliale  
ETB-Rezeptoren, was zur Freisetzung von NO und Prostazyklin führt. Die vasodilatierende 
endotheliale Funktion von Endothelin-1 wird durch die direkte vasokonstringierende Wirkung jedoch 
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überspielt. Das besondere an der vasokonstringierenden Wirkung von Endothelin-1 ist dabei die lange 
Dauer des hypertensiven Effekts. Zusätzlich ist das Peptid an der Proliferation und Hypertrophie 
glatter Gefäßmuskelzellen über ETA- und ETB-Rezeptoren beteiligt. Aufgrund der Bedeutung von 
Endothelin-1 wurde die Expression der TRP-Kanäle nach Stimulation der HMEC-1 mit Endothelin 
untersucht (Abbildung 3.8a-c). Es wurden je fünf Versuche mit stimulierten HMEC-1 und fünf 
































      Endo/K       Endo/K        Endo/K          Endo/K        Endo/K 
     
   C1 (207bp)     C3 (174bp)       C4 (112bp)    C6 (103bp)       C7 (95bp) 
Abb. 3.8a: vWF, TRPC1/3/4/6/7 nach Stimulation mit Endothelin (Endo). Dabei wurden die 
HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 0,1µM Endothelin-1 stimuliert. Die HMEC-1 wurde zuvor 24h 
auf ein Mangelmedium gesetzt (n=5). Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der 
∆∆Ct-Werte sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. Kontrolle. Es zeigten sich 



































      Endo/K     Endo/K     Endo/K      Endo/K     Endo/K       Endo/K 
      
  M4 (98bp)     M5(102bp)        M6 (93bp)      M7 (156bp)     M8 (75bp) ML2 (96b) 
Abb. 3.8b: TRPM4/5/6/7/8, TRPML2 nach Stimulation mit Endothelin (Endo). Dabei wurden die 
HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 0,1µM Endothelin-1 stimuliert. Die HMEC-1 wurde zuvor 24h 
auf ein Mangelmedium gesetzt (n=5). Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der 
∆∆Ct-Werte sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. Kontrolle. Es zeigten sich 


































      Endo/K     Endo/K     Endo/K        Endo/K 
    
V1 (102bp) V2 (188bp)    P1 (186bp)   PKD2l1 (109bp) 
Abb. 3.8c: TRPV1/2/4, TRPA1, TRPP1, PKD2like1 nach Stimulation mit Endothelin (Endo). 
Dabei wurden die HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 0,1µM Endothelin-1 stimuliert. Die HMEC-1 
wurde zuvor 24h auf ein Mangelmedium gesetzt (n=5). Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten 
TRP-Kanäle, der ∆∆Ct-Werte sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. 
Kontrolle. Es zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse * (p < 0,05). 
 
 
3.3.2 Stimulation der HMEC-1 mit pro-angiogenetischen Faktoren 
Verschiedene Aspekte der endothelialen Funktion sowie komplexe Prozesse werden durch 
Wachstumsfaktoren reguliert. Extrazelluläre Angiogenesefaktoren, wie VEGF, bFGF oder PDGF, 





 spielt dabei eine bedeutende Rolle. TRP-Kanäle könnten an dem durch Agonisten 
induzierten Ca
2+
-Einstrom in Endothelzellen beteiligt sein. 
 
VEGF 
Ein besonders wichtiger Wachstumsfaktor mit Bedeutung für das kardiovaskuläre System ist VEGF. 
Die Expression von VEGF wird über Hypoxie, multiple Wachstumsfaktoren sowie inflammatorische 
Zytokine reguliert. Um die Bedeutung von VEGF auf die Höhe der Expression der mRNA von  
TRP-Kanälen zu untersuchen, wurden HMEC-1 mit diesem pro-angiogenetischen Faktor stimuliert. 
Die Daten hierzu sind in Abbildung 3.9a-c dargestellt. Es wurden fünf mit VEGF stimulierte 
Petrischalen und vier Kontrollversuche durchgeführt. Ein signifikanter Unterschied (*, p<0,05) konnte 



































    VEGF/K        VEGF/K          VEGF/K           VEGF/K         VEGF/K 
     
      C1 (207bp)     C3 (174bp)      C4 (112bp)     C6 (103bp)      C7 (95bp) 
Abb. 3.9a: vWF, TRPC1/3/4/6/7 nach Stimulation mit VEGF. Dabei wurden die HMEC-1 
insgesamt vier Stunden mit 50ng/ml VEGF stimuliert. Die HMEC-1 wurde zuvor 24h auf ein 
Mangelmedium gesetzt. Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der ∆∆Ct-Werte 
sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. Kontrolle. Es zeigten sich keine 




































    VEGF/K        VEGF/K          VEGF/K           VEGF/K        VEGF/K 
     
    M4(98bp)      M5(102bp)         M6 (93bp)       M7 (156bp)    M8 (75bp) 
Abb. 3.9b: TRPM4/5/6/7/8, TRPML2 nach Stimulation mit VEGF. Dabei wurden die HMEC-1 
insgesamt vier Stunden mit 50ng/ml VEGF stimuliert. Die HMEC-1 wurde zuvor 24h auf ein 
Mangelmedium gesetzt. Signifikant erhöhte Expression unter Stimulation mit VEGF bei TRPM8  
* (p<0,05). Es wird die Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der ∆∆Ct-Werte 



































    VEGF/K        VEGF/K          VEGF/K     VEGF/K 
    
 V1 (102bp)       V2 (188bp)       P1 (186bp)     PKD2l1 (109bp) 
Abb. 3.9ca: TRPV1/2/4, TRPA1, TRPP1, PKD2like1 nach Stimulation mit VEGF. Dabei wurden 
die HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 50ng/ml VEGF stimuliert. Die HMEC-1 wurde zuvor 24h 
auf ein Mangelmedium gesetzt. Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der  
∆∆Ct-Werte sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. Kontrolle. Es zeigten sich 
keine signifikanten Ergebnisse * (p < 0,05). 
 
Erythropoetin 
Eine weitere pro-angiogenetische Substanz mit Effekten auf das kardiovaskuläre System ist 
Erythropoetin (EPO). Es ist bekannt, dass Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, welche mit 
rhEpo therapiert werden, einen Therapie-induzierten Hypertonus erleiden können. Zudem ist 
Erythropoetin in der Lage, die Produktion endothelialer vasoaktiver Modulatoren, wie Endothelin-1, 
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zu stimulieren. Daher erfolgte die Überlegung, ob und wie sich die Expression der TRP-Kanäle 
verhielt, nachdem HMEC-1 mit Erythropoetin stimuliert wurden. Dies wird in Abbildung 3.10 
dargestellt. Zur Datenerhebung wurden fünf Versuche durchgeführt: Je fünf mit Erythropoetin 


































        Epo/K  Epo/K  Epo/K         Epo/K             Epo/K 
     
      C1 (207bp)      C3 (174bp)  C4 (112bp)    C6 (103bp)          C7 (95bp) 
Abb. 3.10a: vWF, TRPC1/3/4/6/7 nach Stimulation mit EPO (Erythropoetin). Dabei wurden die 
HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 200IE Erythropoetin stimuliert. Die HMEC-1 wurde zuvor 24h 
auf ein Mangelmedium gesetzt. Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der  
∆∆Ct-Werte sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. Kontrollen. Es zeigten 


































        Epo/K  Epo/K  Epo/K         Epo/K 
    
        M4(98bp)        M6 (93bp) M7 (156bp)       M8 (75bp) 
Abb. 3.10b: TRPM4/5/6/7/8, TRPML2 nach Stimulation mit EPO (Erythropoetin). Dabei wurden 
die HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 200IE Erythropoetin stimuliert. Die HMEC-1 wurde zuvor 
24h auf ein Mangelmedium gesetzt. Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten TRP-Kanäle, der 
∆∆Ct-Werte sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. Kontrollen. Es zeigten 



































        Epo/K  Epo/K      Epo/K 
   
     V1 (102bp)       V2 (188bp) P1 (186bp) 
C TRPV1, V2, TRPA1, TRP1, PKD2like1 
Abb. 3.10c: TRPV1/2/4, TRPA1, TRPP1, PKD2like1 nach Stimulation mit EPO (Erythropoetin). 
Dabei wurden die HMEC-1 insgesamt vier Stunden mit 200IE Erythropoetin stimuliert. Die HMEC-1 
wurde zuvor 24h auf ein Mangelmedium gesetzt. Darstellung der ∆Ct-Werte der dargestellten  
TRP-Kanäle, der ∆∆Ct-Werte sowie der entsprechenden Gelelektrophorese der RT-PCR incl. 
Kontrollen. Es zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse * (p < 0,05). 
 
In der folgenden Tabelle 3.2 werden der Übersicht halber die ∆∆Ct-Werte der einzelnen hTRP-Kanäle 
nach Stimulation mit o.g. vasoaktiven und pro-angiogenetischen Faktoren nochmals dargestellt. 
Statistisch signifikante Unterschiede sind fett hervorgehoben. Zudem wurde die veränderte Expression 
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der in hMEC-1 in dieser Arbeit nachgewiesen TRP-Kanäle nach die Stimulation farblich dargestellt: 
grün bedeute eine erhöhte Expression nach Stimulation, rot eine niedrigere Expression. 
 
Tabelle 3.2: ∆∆Ct-Werte der hTRP-Kanäle nach Stimulation 
Tabelle 3.2.1: ∆∆Ct-Werte der hTRPC-Kanäle 
 Bradykinin Histamin Endothelin-1 VEFG Erythropoetin 
hvWF 1,466 0,242 0,904 -1,727 2,110 
hTRPC1 0,333 -0,065 0,744 0,312 -1,33 
hTRPC3 0,217 0,555 0,155 0,289 -0,478 
hTRPC4 -2,131 -0,881 2,506 1,497 -0,164 
hTRPC6 -0,126 -0,372 -0,619 -0,200 0,359 
hTRPC7 -2,188 -0,786 0,121 0,355 0,993 
 
Tabelle 3.2.2: ∆∆Ct-Werte der hTRPV-Kanäle 
 Bradykinin Histamin Endothelin-1 VEFG Erythropoetin 
hTRPV1 1,100 -0,37 0,626 -0,868 0,135 
hTRPV2 2,031 0,274 -1,3 0,346 -1,22 
hTRPV4 -0,042 -0,868 1,495 -1,742 -0,7094 
 
Tabelle 3.3.3: ∆∆Ct-Werte der hTRPM-Kanäle 
 Bradykinin Histamin Endothelin-1 VEFG Erythropoetin 
hTRPM4 -6,317 -1,549 -0,388 -1,096 -3,0952 
hTRPM5 -4,287 0,265 1,146 -0,709 1,076 
hTRPM6 -2,537 -0,195 1,512 -0,133 -1,056 
hTRPM7 -4,970 -0,277 2,255 -1,849 -3,742 








Tabelle 4.4: ∆∆Ct-Werte der restlichen hTRP-Kanäle 
 Bradykinin Histamin Endothelin-1 VEFG Erythropoetin 
hTRPA1 -1,869 0,337 2,312 -0,509 2,285 
hTRPP1 -1,309 0,038 1,363 -1,612 -0,206 
hPKD2like1 -1,976 -1,769 0,350 -0,348 -0,113 







In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von TRP-Kanälen in humanen Endothelzellen 
untersucht. Anhand von Experimenten in humanen mikrovaskulären Endothelzellen (HMEC-1) konnte 
die Expression von TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC6 und TRPC7, TRPV1, TRPV2 und TRPV4, 
TRPM4, TRPM5, TRPM6, TRPM7, und TRPM8, TRPA1, TRPP1, PKD2like1 sowie TRPML2 
nachgewiesen werden. Von diesen konnte in HMEC-1 eine besonders hohe Expression von TRPC1, 
TRPC4, TRPC6, TRPM6, TRPM7, TRPM8 sowie TRPP1 aufgezeigt werden. Diese Befunde lassen 
darauf schließen, dass TRP-Kanäle eine wichtige Rolle in Endothelzellen und vermutlich auch bei 
ihren Funktionen spielen. 
Zudem konnte gezeigt werden, dass sich nach Stimulation der HMEC-1 mit Bradykinin eine 
signifikant erhöhte Expression von TRPM4, TRPM5 sowie für TRPM8. Auch wies die Expression 
von TRPM8 eine signifikant höhere Expression in mit VEGF stimulierten HMEC-1 auf. Entgegen der 
Erwartungen war, trotz der vorhandenen Signifikanz keine deutlich intensivere Expression einzelner 
TRP-Kanäle nach Stimulation der HMEC-1 zu beobachten. 
 
 
4.1. Untersuchung der Expression von TRP-Kanälen in HMEC-1 
 
4.1.1. Vergleich mit den in der Literatur erhobenen Daten 
Die hier gewonnenen Daten unterstützen die Vermutung, dass in humanen Endothelzellen 
verschiedene TRP-Kanäle exprimiert werden und dass die einzelnen TRP-Kanäle eine unterschiedlich 
hohe Expression im Endothel aufweisen. Neben den in dieser Arbeit erhobenen Daten gibt es 
zahlreiche Publikationen, die ebenfalls die Expression von unterschiedlichen TRP-Kanälen in 
Endothelzellen untersucht haben. Insgesamt wurde die Expression von mindestens 19  
TRP-Homologen in humanen Endothelzellen beschrieben: alle TRPCs (außer TRPC7) (Groschner et 
al., 1998) (Yip et al. 2004), TRPV1, TRPV3, TRPV4 sowie alle TRPMs (außer TRPM5)  
(Firth et al. 2007) (Watanabe et al., 2008) (Inoue und Xiong 2009), (Earley und Brayden 2010). 
 
Es zeigen sich dabei jedoch teilweise widersprüchliche Ergebnisse. Gründe hierfür könnten auf die 
untersuchte Spezies und das untersuchte Gefäßbett zurückzuführen sein (Chi J-T et al. 2003). Paria et 
al. haben das Expressionsmuster unterschiedlicher TRPC-Isoformen in drei verschiedenen 
Endothelzelllinien mittels RT-PCR untersucht. Sie konnten die Expression von TRPC1, TRPC3, 
TRPC4, TRPC6 und TRPC7 in HMEC-1 nachweisen. Zudem konnte gezeigt werden, dass TRPC1 
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und TRPC6 besonders stark exprimiert sind (Paria et al. 2004). Dass auch die Höhe der Expression 
einzelner TRP-Kanäle vermutlich mit untersuchter Spezies und untersuchtem Gefäßbett 
zusammenhängt, konnte u.a. an frisch isolierten Rattenarterien gezeigt werden (Facemire et al. 2004). 
 
Ein weiterer Grund für die widersprüchlichen Daten der endothelialen TRP-Expression könnte von der 
verwendeten Methodik abhängen, d.h. RT-PCR, Western Blot oder Immunhistochemie. Viele Daten 
zur endothelialer Expression von TRP-Kanälen stammen aus Untersuchungen kultivierter 
Endothelzelllinien oder primär kultivierter Zellen. Problematisch hierbei ist, dass deren 
Ionenkanalexpression nicht dem in vivo Expressionsmuster eines nativen Gewebes entsprechen muss 
(Yao und Garland 2005). Eine der wenigen in situ Messungen an Blutgefäßen stammt von  
Kohler et al. Unter Verwendung der Methode der Single-cell RT-PCR wurde die Expression von 
TRPC1 und TRPC3 bis TRPCC6 in Endothelzellen humaner Mesenterialarterien untersucht (Kohler et 
al. 2001). Yip et al. hingegen nutzten für die Untersuchung der Expression von TRPC-Kanälen in 
Endothelzellen intakter humaner Koronar- und Zerebralarterien, neben der RT-PCR, sowohl die  
in-situ-Hybridisierung als auch die Immunhistochemie (Yip et al. 2004). 
 
Demzufolge ist oft noch ungeklärt, welche der exprimierten TRP-Kanäle eine funktionelle Bedeutung 
im vaskulären System haben. 
 
4.1.2. Potentielle Gründe für die Diversität endothelialer TRP-Kanäle 
Des Weiteren konnte in mehreren Publikationen gezeigt werden, dass TRP-Kanäle an verschiedenen 
physiologischen Vorgängen der Endothelzellen teilnehmen (Yao und Garland 2005). Dies lässt die 
Vermutung zu, dass diese Kanäle unterschiedliche physiologische und pathophysiologische 
Funktionen innerhalb des kardiovaskulären Systems ausüben. Aufgrund dessen stellt sich die Frage, 
warum Endothelzellen so viele verschiedene TRP-Kanäle besitzen, welche fast alle eine Bedeutung für 
die [Ca
2+
]i haben. Hierfür stehen mindestens zwei Erklärungsansätze zur Verfügung: 
Zum einen könnten die verschiedenen Mechanismen für Aktivierung und Modulation der Vielzahl der 
exprimierten TRP-Kanäle es der Endothelzelle erlauben, den Ca
2+
-Einstrom unter unterschiedlichsten 
Bedingungen zu ermöglichen. So wird TRPC4 unter anderen durch Exposition der Endothelzelle 
gegenüber ATP aktiviert (Freichel et. al. 2001), während TRPV1 durch Kontakt der Zelle mit 
Endokannabinoiden aktiviert wird (Ross 2003). Als Konsequenz der Aktivierung individueller  
TRP-Kanäle kommt es zu einer Erhöhung der [Ca
2+
]i innerhalb einzelner Zellkompartimente. Dies 
könnte mit der Synthese und Freisetzung vasorelaxierender Substanzen, wie NO, Prostazyklin und 
EDHF, in der Endothelzelle verknüpft sein. Dadurch würde die durch verschiedene TRP-Kanäle 
getriggerte Stimulation zu einem gemeinsamen Ergebnis führen: der Freisetzung eines Vasodilatators 
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(Yao und Garland 2005). Auch andere zelluläre Vorgänge der Endothelzelle könnten darauf 
zurückzuführen sein. 
Zum anderen könnte die Aktivität verschiedener TRP-Kanäle zu unterschiedlichen funktionellen 
Antworten führen. Dies könnte auf Unterschiede der Kanaleigenschaften (Ionenpermeabilität, 
Calciumselektivität) oder Unterschiedenen der Expression von TRP-Kanälen in Endothelzellen 
unterschiedlicher Gefäßbette oder unterschiedlicher endothelialer subzellulärer Kompartimenten 
zurückzuführen sein. So könnten Endothelzellen aus verschiedenen Gefäßbetten Enzyme und Proteine 
enthalten, die für spezifische Funktionen dieser Region verantwortlich sind. Ähnliches gilt für 
unterschiedliche subzelluläre Kompartimente oder zytoplasmatische Regionen (Yao und Garland 
2005). Ein Beispiel stellt die unterschiedliche Expression zweier TRPC-Kanäle dar: TRPC5 wird in 
Endothelzellen von humanen Koronararterien exprimiert (Yip et al. 2004), jedoch nicht in denen 
humaner Pulmonalarterien, die u.a. TRPC4 exprimieren. Demzufolge könnte TRPC5 anderen 
Funktionen in humanen Koronararterien unterliegen als TRPC4 in humanen Pulmonalarterien (Yao 
und Garland 2005). Somit kann die unterschiedliche Zusammensetzung der TRP-Kanäle Ausdruck der 
Anpassung an unterschiedliche Aufgaben sein. 
 
Ebenso spielt die Tatsache, dass funktionelle TRP-Kanäle aus vier TRP-Untereinheiten bestehen, 
ebenfalls eine bedeutende Rolle (Birnbaumer et al. 1996). Die TRP-Untereinheiten können entweder 
Homo- oder Heteromultimere bilden. Aufgrund der vielen, in humanen Endothelzellen 
vorkommenden TRP-Kanälen, könnten sich die verschiedenen TRP-Homologe, in Abhängigkeit von 
ihrer Unterfamilie, zur Kanal-Heteromultimeren zusammenlagern. Dadurch könnten sich multiple 
Formen von Heterotetrameren aus den einzelnen TRP-Unterfamilien bilden, die die Endothelzellen 
mit einer Vielfalt von verschiedenen für Ca
2+
-permeablen Kanälen mit unterschiedlichen 
Eigenschaften versorgen (Yip et al. 2004). Hierbei ist es möglich, dass die Kanal-Multimere abhängig 
von ihrer Zusammensetzung unterschiedliche Eigenschaften und somit unterschiedliche Funktionen 
aufweisen. Wichtig sind auch das Zusammenspiel mit interagierenden Proteinen und die Lokalisation 
in unterschiedlichen Zellkompartimenten, die die Funktion modulieren.  
 
4.1.3. Mögliche Bedeutung endothelialer TRP-Kanäle in HMEC-1 
In der vorliegenden Arbeit wurde mit kultivierten HMEC-1 gearbeitet. Dabei zeigte sich in den  
RT-PCR Experimenten eine besonders hohe Expression der cDNA bestimmter TRP-Kanäle. Diese 
waren TRPC1, TRPC4, TRPC6, TRPM6, TRPM7, TRPM8 sowie TRPP1. 
 
TRPC 
Es ist bekannt, dass von der TRPC-Familie in vaskulären Endothelzellen die Expression von TRPC1 
und TRPC4 prädominant ist gegenüber TRPC3 oder TRPC6 (Groschner et al. 1998), (Kohler et al. 
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2001). Die Bedeutung der in dieser Arbeit gezeigten hohen Expression von TRPC1, TRPC4 und 
TRPC6 in HMEC-1 liegt vermutlich in ihrer Bedeutung als unterschiedliche mechanosensitive  
Ca
2+
-Kanäle. So gehört TRPC1 zu den stretch-activated und TRPC6 zu den pressure-activated 
Kanälen. Es wird sogar vermutet, dass TRPC1 an dem SOC vermittelten Ca
2+
-Einstrom beteiligt ist 
(Brough et al. 2001). 
 
Die Bedeutung von TRPC4 hingegen besteht in der Funktion, mit TRPC3, TRPM2, TRPM7, als 
Sensor für oxidativen Stress (Yao und Garland 2005) und in der Kontrolle der endothelialen 
Gefäßpermeabilität von Pulmonalarterien zu wirken. Das Fehlen von TRPC4 in TRPC4
-/-
-Mäusen 
hemmt die Erhöhung der Lungengefäßpermeabilität um 50%. Zudem reagieren Endothelzellen von 
TRPC4
-/-
-Mäusen nach Stimulation mit Thrombin oder PAR-1 nicht mit Erhöhung der [Ca
2+
]i. Dies 
könnte an der Interaktion von TRPC4 mit Protein 4.1, einem endothelialen Zytoskelettprotein, liegen 
(Dietrich et al. 2010). An der endothelialen Gefäßpermeabilität sind vermutlich auch TRPC1 und 
TRPC6 beteiligt (Yao und Garland 2005). 
 
Als interessant erweist sich die hohe Expression von TRPC6 in HMEC-1. Im kardiovaskulären System 
ist TRPC6 für den α1-Adrenorezeptor aktivierten Ca
2+
-Einstrom verantwortlich (Inoue et al. 2001). 
Auch spielt TRPC6 vermutlich eine Rolle bei dem VEGF-induzierten Ca
2+




Sowohl TRPM6 als auch TRPM7 sind in Endothelzellen humaner Lungenarterien nachgewiesen 
worden. Beide Kanäle besitzen eine hohe Mg
2+
-Permeabilität und sind essentiell für die  
Mg
2+
-Homeostase (Schmitz et al. 2003). Obwohl es wenig Informationen bezüglich der Funktion der 
endothelialen TRPM6- und TRPM7-Kanäle gibt, spielt Mg
2+
 mit weitreichender Bedeutung für 
verschiedenste endotheliale Funktionen hierbei vermutlich eine bedeutende Rolle. Dazu gehört u.a. die 
Angiogenese. Es besteht ebenfalls eine direkte Korrelation zwischen dem endothelialen Mg
2+
-Gehalt 





-Depletion jedoch führt zum Wachstumsstillstand. Das bedeutet, dass 
Wachstumsfaktoren den Mg
2+
-Eintritt in Endothelzellen, insbesondere über TRPM7-Kanäle, 
stimulieren könnten (Yao und Garland 2005). 
 
Die Expression von TRPM7 ist weit verbreitet mit Transkripten in soliden Organen, wie Leber, Lunge 
oder Niere sowie auch in hämatopoetischen Zellen oder lymphatischen Zelllinien. Des Weiteren wird 
TRPM7 in EC und VSMCs von Menschen und Mäusen exprimiert und ist funktionell aktiv in diesen 
Zellen (He et al. 2005) (Inoue und Xiong 2009). Auch in VSMCs von Ratten findet sich TRPM7, 
wobei sich eine unterschiedliche Expression in Zellen von WKY und SHR aufzeigen lässt und die 
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basale Expression von TRPM7 niedriger in SHR verglichen mit WKY ist. Auch nach Stimulation mit 
dem vasoaktiven Angiotensin II kam es lediglich zu einer erhöhten Menge von TRPM7 in WKY. 
Aufgrund dieser Daten und der Bedeutung für die Mg
2+
-Homeostase könnte TRPM7 eine Bedeutung 
bei Hypertonie haben (Touyz et al. 2006). Ob diese Bedeutung des Kanals auch in Endothelzellen eine 
Rolle spielt, muss noch untersucht werden. 
 
Auch die hohe Expression von TRPM6 in Endothelzellen erweist sich als besonders interessant, zumal 
dieser Kanal ein vor allem auf Epithelien des Magen-Darm-Traktes und der Nieren beschränktes 
Expressionsmuster aufweist. Jedoch konnte ebenfalls die Expression von TRPM6 in VSMCs von 
Ratten gezeigt werden. Obwohl dieser Kanal für Mg
2+
 permeabel ist, konnte keine unterschiedliche 
Expression in SHR und WKY nachgewiesen werden. Daher muss TRPM6 keine kritische Bedeutung 
in VSMCs bei der veränderten Mg
2+
-Homöostase bei Hypertonie haben (Touyz et al. 2006). Die 
Untersuchung der endothelialen Expression von TRPM6 zeigt jedoch widersprüchliche Ergebnisse. 
Obwohl in dieser Arbeit eine besonders hohe Expression von TRPM6 in HMEC-1 gezeigt werden 
konnte, trifft dies nicht auf die Daten von Inoue und Xiong in HUVEC trotz gleicher verwendeter 
Methodik zu (Inoue und Xiong 2009). Ein möglicher Grund ist die Verwendung unterschiedlicher 
Zelllinien, wobei HMEC-1 mikrovaskulären und HUVEC hingegen makrovaskulären Ursprungs sind, 
und die damit verbundenen unterschiedlichen Expressionsmuster von Ionenkanälen. Ein weiterer 
Grund könnte darin liegen, dass HUVEC oft als fetale Zellen angesehen werden, HMEC-1 jedoch 
adulten Ursprungs sind. Demzufolge könnte ebenfalls das Alter der Endothelzellen das 
Expressionsmuster endothelialer TRP-Kanäle mitbestimmen. 
 
Ein weiterer besonders hoch exprimierter TRP-Kanal in HMEC-1 ist TRPM8. Da TRPM8 ein durch 
kühlende Substanzen, wie Menthol und weitere spezifische Substanzen (Sherkheli et al. 2010), und 
auch durch Kälte aktivierbarer Kanal ist, könnte TRPM8 in Endothelzellen zu der durch Kälte 
bedingten Vasokonstriktion beitragen. In glatten Gefäßmuskelzellen von Ratten konnten Johnson et al. 
zeigen, dass TRPM8 in VSMC exprimiert wird und zu Vasokonstriktion oder Vasodilatation, 
abhängig vom vorherigen Gefäßtonus, führen kann. Um beurteilen zu können, ob die Expression von 
TRPM8 in Endothelzellen mit dazu beiträgt, müssen weitere Studien erfolgen (Johnson et al. 2009). 
 
TRPP 
Auch TRPP1 weist eine besonders hohe Expression in HMEC-1 auf. TRPP1 gehört zu den durch Fluss 
aktivierten Ionenkanälen in Endothelzellen und hat möglichweise dadurch Bedeutung für die 
Erfassung des Blutflusses durch die Endothelzelle. Jedoch bildet TRPP1 nicht alleine einen 
funktionsfähigen Kanal, sondern nur zusammen mit TRPP2. Dieser wurde in der vorliegenden Arbeit 
nicht untersucht. Mutationen der Gene von TRPP1 oder TRPP2 führen zu ADPKD. Eine interessante 
Beobachtung ist das Auftreten eines Hypertonus bei Patienten mit ADPKD deutlich vor 
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Beeinträchtigung der Nierenfunktion aufgrund gestörter Endothel-abhängiger Vasorelaxation mit 
verminderter Aktivität der eNOS (Wang et al. 2000) sowie ein erhöhter Endothelinplasmaspiegel. Dies 
könnte zum Progress der Erkrankung beitragen (Kim et al. 2000) (Devuyst et al. 2003). Ebenso könnte 
die primäre Disruption von im Endothel und in der glatten Gefäßmuskulatur exprimiertem  
Polyzystin-1 und -2 (Griffin et al. 1997) (Torres et al. 2001) zu der frühzeitigen Entwicklung des 
Hypertonus beitragen (Ecder und Schrer 2009).  
 
 
4.2 Veränderungen der mRNA Expression von TRP-Kanälen in 
stimulierten HMEC-1 
 
In Endothelzellen ist der Ca
2+
-Einstrom ein bedeutender physiologischer Vorgang. Dieser wird durch 
vasoaktive und pro-angiogenetische Faktoren, die an GPCR bzw. Tyrosinkinase-Rezeptoren gekoppelt 
sind, getriggert (Nilius et al. 1993) (Munaron und Fiorio Pla 2000). Da TRP-Kanäle für  
Ca
2+
-permeable Kationenkanäle sind, stellte sich die Frage, ob die Stimulation von HMEC-1 zu einer 
veränderten TRP-Expression führt. Mittels RT-PCR konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt 
werden, dass spezifische vasoaktive und pro-angiogenetische Faktoren die Expression bestimmter 
TRP-Kanäle in HMEC-1 beeinflussen: Nach Stimulation mit Bradykinin zeigte sich eine signifikant 
erhöhte Expression von TRPM4, TRPM5 sowie für TRPM8. Die Expression von TRPM8 wies eine 
signifikant höhere Expression in mit VEGF stimulierten HMEC-1 auf. Entgegen der Erwartungen war, 
trotz statistischer Signifikanz, eine deutliche Differenz zwischen stimulierte und nicht-stimulierten 
HMEC-1 nicht zu beobachten. Grund hierfür ist die oft zu beobachtende hohe Standardabweichung 
bei TRP-Kanälen mit großer optischer Differenz zwischen stimuliertem und nicht-stimuliertem  
TRP-Kanal, wie beispielsweise TRPC4 nach Stimulation mit Endothelin und Bradykinin. Obwohl es 
logisch stimmig ist, dass TRPC4 nach Stimulation mit dem Vasodilatator Bradykinin runterreguliert 
ist und nach Stimulation mit de Vasokonstriktor Endothelin hochreguliert ist, geht die 
Standardabweichung über 0 hinaus, so dass von keinen statisch signifikantem Ergebnis auszugehen ist. 
 
Es gibt wenige Daten in der Literatur bezüglich der Expression von TRPM-Kanälen überhaupt und gar 
keine für TRPM8 nach Stimulation von Endothelzellen. Gegenüber VEGF121 wurde lediglich das 
Expressionsmuster von TRPC3 die Exposition kultivierter humaner Endothelzellen untersucht. Hierbei 
konnte gezeigt werden, dass VEGF121 zu einer verminderten Expression von TRPC3 führt. Die 
Runterregulation von TRPC3 war begleitet von einem verminderten Ca
2+
-Einstrom in die 
Endothelzellen. Zusätzlich konnte in humanen vaskulären Endothelzellen direkt gezeigt werden, dass 
TRPC3 an der Regulation des Blutdruckes beteiligt ist (Thilo et al. 2009). Weitere Daten zu TRPC3 
kommen von Lui et al. Sie konnten zeigen, dass die Expression von TRPC3 signifikant höher im 
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Gefäßsystem von erwachsenen, hypertensiven SHR im Vergleich zu normotensiven jungen prä-SHR 
und WKY ist. Des Weiteren konnte demonstriert werden, dass TRPC3-Kanäle direkt am  
Angiotensin-II-induziertem Ca
2+
-Influx beteiligt sind. Auch in Gewebe der Aorta war TRPC3 
signifikant höher exprimiert in SHR (Liu et al. 2009). Diese Ergebnisse tragen zu den vorhandenen 
Daten bei, die zeigen, dass TRP-Kanäle an vasoregulatorischen Vorgängen beteiligt sind, und 
insbesondere, dass TRPC3 eine mögliche Bedeutung bei der Pathogenese der essentiellen Hypertonie 
hat. 
 
Des Weiteren ist bekannt, dass die vasoaktiven Substanzen Aldosteron und Angiotensin II die 
Expression der mRNA von TRPM7 in VSMCs signifikant erhöhen. Viele vasoaktive Faktoren 
beeinflussen die Funktion von VSMCs; von besonderer Bedeutung ist hierbei Angiotensin II. 
Angiotensin II stimuliert Kontraktion, Wachstum und Entzündungsreaktionen in VSMCs, zum Teil 
mittels Mg
2+
-abhängiger Prozesse. Aldosteron hingegen ist ein Mineralokortikoid mit Einfluss auf den 
zellulären Mg
2+
-Metabolismus. Es wird zunehmend als Modulator von Gefäßfunktionen anerkannt 
(He et al. 2005). Zudem konnte in Podozyten gezeigt werden, dass Angiotensin II zu einer erhöhten 
Expression von TRPC6 führt und zu einer verstärkten Glomerulosklerose (Nijenhuis et al. 2011). 
 
Es stellt sich die Frage, warum die Expression bestimmter TRP-Kanäle durch die oben genannten 
Faktoren erhöht wird. Genaue Mechanismen, wie diese Agonisten die TRP-Expression kontrollieren, 
sind nicht bekannt. Da jedoch diese Substanzen, insbesondere die pro-angiogenetischen Faktoren 
Erythropoetin und VEGF, die Aktivität diverser Transkriptionsfaktoren stimulieren, könnten diese 
bedeutsam für die de novo Synthese von TRP-Kanälen spielen. 
 
 
4.3. Kritische Bewertung der Methodik 
 
Bezüglich der Expression spezifischer TRP-Untereinheiten, insbesondere der am meisten untersuchten 
TRPC-Familie in vaskulären Endothelzellen, gibt es widersprüchliche Daten (Yip et al. 2004). Da es 
Daten gibt, die ein unterschiedliches Expressionsmuster sogar im gleichen Zelltyp beschreiben, sollte 
bei der Interpretation dieser vorsichtig vorgegangen werden, weil die Expression der TRP-Kanäle sich 
unter kultivierten Bedingungen und/oder bei der seriellen Verteilung von Zellen verändern kann. 
 
Des Weiteren wurden fast alle in der Literatur erhobenen Daten mittels der hoch sensitiven Methode 
der RT-PCR gewonnen. Die Real-time RT-PCR ist derzeit die am weitesten verbreitete Methode, um 
die Genexpression qualitativ und semi-quantitativ zu untersuchen. Die korrekte Interpretation der 
dadurch gewonnen Daten hängt jedoch von mehreren Faktoren an: der Vorbereitung der Proben, der 
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Wahl der notwendigen Primer, der richtigen PCR-Bedingungen und ob ein Verfahren verwendet 
wurde, um falsche RT-PCR Signale von genomischer DNA zu verhindern (Yip et al. 2004). 
 
Die verwendeten Verfahren zur Reduktion des Kontaminationsrisikos wurden bereits in Kapitel 2.4.4 
dargestellt. Zudem erfolgten weitere Maßnahmen: Als externer Standard wurden DNA-
Verdünnungsreihen mit bekannter Template-Menge erstellt. Aus den für die Verdünnungsstufen 
ermittelten Ct-Werte wurde eine Standardkurve ermitteltet. Mittels dieser konnte auf die Menge an 
Zielgen in der untersuchten Probe rückgeschlossen werden (Freeman et al. 1999). Die Erstellung einer 
Standardkurve ist aufwendig und beinhaltet zahlreiche Fehlerquellen. Die zur Bestimmung der 
Konzentration der cDNA verwendete OD-Methode weist eine hohe Variabilität auf. Außerdem ist die 
Lagerung der Standardlösungen über einen längeren Zeitraum, ohne dass insbesondere die 
hochverdünnte cDNA degradiert, schwierig. Die Herstellung einer neuen Standardlösung für jede PCR 
ist sehr arbeitsintensiv und reduziert die Zahl der in jeder PCR messbaren Proben im Gerät.  
 
Das house-keeping-Gen und die Zielgene wurden in gleicher Weise durch unterschiedlich suffizientes 
Zellwachstum und effiziente Extraktion und Präparation der mRNA in Mitleidenschaft gezogen, so 
dass ein Einfluss dieser Faktoren auf die Messergebnisse verhindert wurde. Daher wurde mit dem 
house-keeping-Gen hGAPDH als internem Standard die relative Quantifizierung durchgeführt. Dies ist 
üblich, da die konsekutive Expression von hGAPDH in Endothelzellen bekannt ist. Des Weiteren 
wurde vWF als zusätzlicher interner Standard angewandt, um demonstrieren zu können, dass die 
HMEC-1 nicht ihr für Endothelzellen typisches Expressionsmuster durch Kultivierung verloren haben. 
Die relative Quantifizierung der Daten wurde mittels der oben beschriebenen ΔΔCt-Methode 
durchgeführt (Livak und Schmittgen 2001). 
 
Ein weiteres für Endothelzellen typisches Problem ist, dass die Expression endothelialer Ionenkanäle 
ihre Erscheinung in Abhängigkeit von den äußeren Bedingungen anpassen. Daher ist Expression von 
Ionenkanälen bzw. Genen allgemein in Endothelzellen sehr variabel und variiert mit Zellisolation, 
Kultur sowie Wachstumsbedingungen. Zudem weisen Endothelzellen eine regionale Heterogenität auf 
mit u.a. Unterschiede in der Ca
2+
-Signalgebung, bei immunologischen und metabolischen 
Eigenschaften, sowie in der Freisetzung von Mediatoren der Endothel-abhängigen Vasodilatation 







4.4 Funktionelle Relevanz 
 
TRP-Kanäle werden in fast allen kardiovaskulären Geweben exprimiert und bestehen aus SOCs, 
ROCs, SACs und LGCs Ca
2+
-Kanälen. Die pharmakologische Relevanz von TRP-Kanälen in 
humanen Endothelzellen wird durch die Vielzahl der dort exprimierten Kanäle verdeutlicht. 
Endothelzellen exprimieren multiple Isoformen von TRP-Kanälen, die auf diverse Stimuli reagieren, 
indem sie endotheliale Signalwege für Ca
2+
 modulieren. Fehlfunktion und Dysregulation von  
TRP-Kanälen sind mit endothelialer Dysfunktion assoziiert. Dadurch könnte die Fehlfunktion eines 
oder mehrerer Isoformen zu kardiovaskulärer Dysfunktion führen und nachfolgend zu spezifischen 
Erkrankungen des Menschen, wie Hypertonie, beitragen (Yao und Garland 2005). Die polymodalen 
Funktionen von TRP-Kanälen machen sie zu besonders interessanten Kandidaten für die zukünftige 
Forschung und Entwicklung neuer therapeutischer Strategien in der Therapie kardiovaskulärer 
Erkrankungen. Aufgrund beispielsweise ihrer Bedeutung bei der Regulation des Gefäßtonus über 
intrazelluläre Ca
2+
-Signale und daher bei der Synthese vasoaktiv wirksamer Substanzen, könnte sie 
Zielmoleküle neuer Pharmaka darstellen. Generell gilt hierfür, dass kleine molekulare Öffner der  
TRP-Kanäle wegen ihrer möglichen antihypertensiven Wirksamkeit vielversprechender als 
Kanalblocker sind. Im Gegensatz zu den Kanalblockern wird angenommen, dass die 
pharmakologische Aktivierung von TRP-Kanälen über einen erhöhten Ca
2+
-Einstrom die endotheliale 
Funktion über Förderung der Ca
2+
-abhängigen Synthese endothelialer Vasodilatatoren verbessert 
(Kohler et al. 2006). 
 
Die funktionelle Korrelation von TRP-Kanälen mit Veränderungen des arteriellen Blutdruckes bei 
essentieller Hypertonie (Noorani et al. 2011) unterstreicht diese Kanäle als potenzielle Ziele von 
Pharmaka, welche Vasokonstriktion und Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen bei hypertensiven 
Erkrankungen vermindern, zusätzlich. Der Endothelin-1-Rezeptor-Antagonist Bosentan inhibiert das 
Endothelin-1- und PGF-vermittelte-Wachstum glatter Gefäßmuskelzellen in Pulmonalarterien 
(PASMC); dies ist mit einer runterregulierten Expression des TRPC6-Kanals assoziiert  
(Kunichika et al. 2004).  
 
Das geringe Wissen jedoch über die Funktion vieler TRP-Kanäle und der Mangel an selektiven 
Modulatoren behindert das Verständnis der mechanistischen Rolle von TRP-Kanälen bei 
Erkrankungen des Menschen und damit auch der Entwicklung neuer Pharmaka. Bis jetzt ist der am 
besten verstandene TRP-Kanal TRPV1. Für diesen existieren mehrere Antagonisten, die bei der 
Therapie verschiedener Schmerzformen angewandt werden. Ein weiteres Bespiel ist TRPC1, der in 
glatten Muskelzellen bei vaskulärer Verschlusskrankheit hochreguliert ist. Inhibitorische  
TRPC1-Antikörper haben das Potential, protektive Substanzen bei humanen Gefäßkrankheiten zu sein 
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(Nilius 2007). Auch von TRPC3 und TRPC5 ist bekannt, dass eine erhöhte Proteinexpression in 
Monozyten mit konsequenter Erhöhung des Ca
2+
-Einstroms bei Patienten mit essentieller Hypertonie 
und hypertensiven Ratten assoziiert ist (Liu et al. 2006), (Liu et al. 2006). In dieser Arbeit konnte 
jedoch nur die Expression von TRPC3 in HMEC-1 gezeigt werden. 
 
Ebenso stellt TRPC6, aufgrund der Bedeutung für den Gefäßtonus und den peripheren Widerstand 
(Welsh et al. 2002), ein mögliches Zielmolekül künftiger pharmakologischer Forschung dar. Hier 
könnten Pharmaka zur Behandlung von Erkrankungen mit extensiver Vasokonstriktion entwickelt 
werden, wie Hypertonie oder Vasospasmus. Eine relativ neue Entdeckung ist, dass Carvacrol, ein 
Bestandteil von Oregano, durch Aktivierung von TRPV3-Kanälen in vaskulären Endothelzellen 
zerebrale Arterien relaxieren kann (Earley et al. 2010).  
 
Die möglichen Pharmaka könnten dabei nicht nur Expression und Funktion der TRP-Kanäle 
inhibieren, sondern auch die funktionelle und physikalische Kopplung von TRP-Kanälen mit 
Membranrezeptoren und Membrantransportern, intrazellulären Organellen und IP3-Rezeptoren 
vermeiden, Caveolae zerstören und STIM/Orai-1 bzw. andere Messenger und Botenstoffe, die  
Ca
2+
-Freisetzung vermittelten, runterregulieren (Firth et al. 2007). Jedoch werden viele dieser 
potentiellen Zielmoleküle nicht ausschließlich in Endothelzellen exprimiert. Des Weiteren ist die 
genaue physiologische Bedeutung der oben angeführten Zielmoleküle nicht ausreichend untersucht 
und verstanden. So gibt es für TRPV4 einen spezifischen und potenten Agonisten, GSK1016790A. 
Dieser stellt ein vielversprechendes Pharmakon bei kardiovaskulären Erkrankungen dar, da arterielle 
Antworten auf Shear Stress kritisch von der Aktivierung von endothelialem TRPV4 abhängen 
(Hartmannsgruber et al. 2007). GSK1016790A erhöht zwar, wie erwartet, die endotheliale [Ca
2+
]i und 
führt zu endothel-abhängigen Relaxationen, andererseits kommt es aber auch zu endothelialem 
Versagen, Kreislaufversagen und Tod (Willette et al. 2008). Zusammenfassend zeigen diese 
Beobachtungen, dass verbesserte pharmakologische Werkzeuge zunächst entwickelt werden müssten, 
um die physiologischen und pathophysiologischen Bedeutungen von TRP-Kanälen zu verstehen. Erst 
dann ist es möglich herauszufinden, ob möglicherweise selektive und potente Pharmaka mit wenig 
unerwünschten Wirkungen existieren, bzw. diese zu entwickeln (Feletou 2009). 
 
Das Gebiet der Erforschung von TRP-Kanälen ändert sich so schnell und viele Hypothesen müssen 
noch untersucht werden. Mechanismen der Aktivierung und Regulation verschiedener TRP-Isoformen 
sind erst kürzlich erschlossen worden und werden in vielen Fällen noch kontrovers diskutiert. Direkte 
Verbindungen zwischen Aktivität endothelialer TRP-Kanäle und funktioneller Antwort des Gefäßes 
konnten bisher nur in wenigen Fällen überzeugend dargestellt werden. Daher ist die Aussage, dass 
endotheliale TRP-Kanäle eine signifikante Bedeutung bei der Kontrolle des Gefäßtonus haben, meist 
noch spekulativ (Yao und Garland 2005). Die in dieser Arbeit erhobenen Daten bilden die Grundlage 
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für die zukünftige Forschung zu der physiologischen Relevanz der in HMEC-1 exprimierten  
TRP-Kanäle, der Festigung der Daten durch Verwendung weiterer Methodik und auch der Gewinnung 
von in situ Daten. Erst durch weitere Erkenntnisse besteht die Möglichkeit die Ergebnisse der 
Grundlagenforschung endothelialer TRP-Kanäle mittels pharmakologischer Maßnahmen in den 
klinischen Alltag einzubringen. Mit Hilfe neuer, spezifischer Pharmaka, welche Expression oder 
Öffnungswahrscheinlichkeit von TRP-Kanälen beeinflussen, könnten so Volkskrankheiten, wie 
Artherosklerose oder Hypertonie, besser therapiert werden. 
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